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Sinteze zaviralca angiotenzinskih konvertaz TCV-116 se večinoma razlikujejo v različnem 
reakcijskem zaporedju priprave posameznih segmentov molekule, tj. priprave 
bifeniltetrazolnega dela, benzimidazolskega obroča ter stranske estrske skupine. V doktorski 
disertaciji sem obravnavala dve različni sintezni poti za pripravo ključnega prekurzorja za sintezo 
aktivne učinkovine TCV-116. Z visokoločljivostno masno spektrometrijo, sklopljeno s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti sem analizirala vzorce prekurzorja, pripravljene po dveh 
različnih sintezah in identificirala vse sorodne organske nečistote. Na osnovi predlaganih 
struktur spojin iz masnih spektrov in spektrov po tandemski masni spektrometriji sem določila 
vire oziroma vzroke za nastanek nečistot. V raziskavah sem večjo pozornost namenila sinteznim 
nečistotam, ki so v primerjavi z razgradnimi precej neraziskane. Nekatere strukture nečistot in 
mehanizem nastanka sem potrdila s ciljno sintezo in izolacijo, druge s stresnimi testi. Izkazalo 
se je, da največ sinteznih nečistot izhaja iz zadnje in predzadnje stopnje pri obeh sinteznih 
poteh. Pri prvi sintezi je odločilna stopnja reakcije esterifikacija, kjer se z uporabo 1-kloroetil 
cikloheksil karbonata tvori ester. Ugotovila sem, da ob tem poteka množica vzporednih reakcij 
z nečistotami, ki so prisotne v reagentu. Nečistote v reagentu sem zaznala z GC-MS analizo in 
jih je zaradi strukturne analogije težko odstraniti. Pri drugem postopku je največ nečistot 
povezanih s Suzuki reakcijo v predzadnji stopnji celotne sintezne poti. Sinteza tetrazolnega 
obroča in tritiliranje, ki sledita, ne odpravita sledov nastalih sorodnih snovi, postopki čiščenja 
pa so neuspešni za tovrstne spojine. Pokazala sem, da lahko z visokoločljivostnim masnim 
spektrometrom določim strukture nečistotam, ki so prisotne v sledovih in hkrati na osnovi 
strukture in ciljnega iskanja mas raziščem njihovo pojavnost v predhodnih stopnjah ter sklepam 
na njihov nastanek. Pokazala sem tudi, da lahko nastanek nečistot potrdim z enostavnimi 
stresnimi testi. Rezultati raziskav so pomembni za praktično izvedbo sinteze ključnega 
prekurzorja, hkrati pa širijo znanje o novih strukturah, predvsem na področju strukturne analize 
podobnih spojin z MS. Prisotnost nekaterih identificiranih sorodnih snovi v ključnem 
intermediatu lahko predstavlja potencialno tveganje za uporabnike, ter so lahko zdravju 
škodljive, ker zaradi svoje reaktivnosti povzročajo poškodbe DNK in so zato lahko potencialno 
mutagene. 
Ključne besede: visokoločljivostna masna spektrometrija, ključni prekurzor, zaviralec 




Syntheses of angiotensin convertases TCV-116, which are used for treatment of hypertension 
and other related cardiovascular diseases, mostly differ in reaction sequence. In general, there 
is benzimidazole part, biphenyltetrazole ring, and ester side chain. This research includes two 
different ways to prepare one of the main precursors for the synthesis of TCV-116. High 
resolution mass spectrometry hyphenated to high performance liquid chromatography was 
used to detect all present organic impurities in samples, prepared via two different synthetic 
strategies. Based on mass spectra and fragmentation patterns I have proposed chemical 
structures (structure) to each impurity detected and regarding target mass search in previous 
steps of synthesis I have determined its origin. Special attention to process-related organic 
impurities was given since degradation impurities are more or less known. Based on Further, I 
have proposed mechanism of occurrence for each impurity and confirmed its structure via 
target synthesis and isolation or by simple stress tests. I have found that majority of impurities 
develop during last or penultimate step of process in both cases. In first scenario, the last 
synthetic step is esterification, where 1-chloroethylcyclohexyl carbonate is added to generate 
key precursor. I have determined most impurities form out of impurities, present in reagent 1-
chloroethyl cyclohexyl carbonate. By GC-MS screening, related substances were identified in 
this reagent. Because of structure analogy to key intermediate, impurities are difficult to 
remove. In the second synthesis, the largest number of impurities generates during Suzuki 
coupling reaction. Apparently, tetrazole synthesis and trityl protection formation do not 
remove the rest of impurities. I have shown that with high resolution mass spectrometer 
impurity traces can be identified and that target mass search can help discover cause or source 
for its creation. I have also shown structure confirmation can be done by simple stress tests. 
These results may have some potential applications in structural analysis of common 
compounds by mass spectrometry and could introduce some tips for synthesis of key precursor 
for angiotensin convertases inhibitor. Some identified impurities presence in key precursor can 
represent potential risk for users health, because are hazardous and can cause DNA damage 
due its reactivity.  
Keywords: High resolution mass spectrometry, angiotensin convertases inhibitor, key 
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SEZNAM SIMBOLOV IN OKRAJŠAV 
 
AAS   atomska absorpcijska spektrometrija (angl. Atomic Absorption Spectrometry) 
APCI   kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (angl. Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization) 
API   aktivna farmacevtska učinkovina (angl. Active Pharmaceutical Ingredient) 
API   ionizacija pri atmosferskem tlaku (angl. Atmospheric Pressure Ionization) 
APPI   fotoionizacija pri atmosferskem tlaku (angl. Atmospheric Pressure 
Photoionization) 
CI   kemijska ionizacija (angl. Chemical Ionization) 
CID   trkovno inducirana disocijacija (angl. Collision-Induced Dissociation) 
DAD   detektor z nizom diod (angl. Diode Array Detector) 
DAPCI   kemijska ionizacija z desorpcijo pri atmosferskem tlaku (angl. Desorption 
Atmospheric Pressure Chemical Ionization) 
DAPPI   fotoionizacija z desorpcijo pri atmosferskem tlaku (angl. Desorption Atmospheric 
Pressure Photoionization) 
DESI   elektrorazprševanje z desorpcijo (angl. Desorption Electrospay Ionization) 
ETD   disocijacija s prenosom elektrona (angl. Electron-transfer dissociation) 
EI   elektronska ionizacija (angl. Electron Ionization) 
ESI   elektrorazprševanje (angl. Electrospray Ionization) 
FAB   obstreljevanje s hitrimi atomi (angl. Fast Atom Bombardment) 
FD   desorpcija v električnem polju (angl. Field Desorption) 
FI   ionizacija v električnem polju (angl. Field Ionization) 
FT-ICR   Fourirerjeva transformacija z ionsko ciklotronsko resonanco (angl. Fourier 
Transform – Ion Cyclotron Resonance) 
FTMS   masna spektrometrija s Fourirejevo transformacijo (angl. Fourier Transform 
Mass Spectrometry) 
GC   plinska kromatografija (angl. Gas Chromatography) 
HCD   trkovno inducirana disocijacija pri visokih kinetičnih energijah (angl. High-Energy 
Collision-Induced Dissociation) 
hESI   elektrorazprševanje v električnem polju pri višjih temperaturah (angl. Heated 
Electrospray Ionisation) 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High Performance Liquid 
Chromatography) 




ICP-MS  induktivno sklopljena plazma z masno spektrometrijo (angl. Inductively Coupled 
Plasma-Mass Spectrometry) 
IPC   medprocesna kontrola (angl. In Process Control) 
IR   infrardeča spektroskopija (angl. Infrared Spectroscopy) 
LC-MS   tekočinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (angl. Liquid 
Chromatography Hyphenated with Mass Spectrometry) 
LDI   laserska desorpcija (angl. Laser Desorption Ionization) 
MALDI   ionizacija z lasersko desorpcijo iz matrice(angl. Matrix-Assisted Laser Desorption 
Ionization) 
MS/MS  tandemska masna spektrometrija (angl. Tandem Mass Spectrometry) 
NMR   jedrska magnetna resonanca (angl. Nuclear Magnetic Resonance) 
SFC   superkritična kromatografija (angl. Supercritical Fluid Chromatography) 
TEA   trietilamin (angl. Triethylamin) 
TFA   triflouroocetna kislina (angl. Trifluoroacetic acid) 
TLC   tankoplastna kromatografija (angl. Thin Layer Chormatography) 
TOF   analizator na čas preleta (angl. Time of flight Analyzer) 
TRMS   časovno ločljiva masna spektrometrija (angl. Time-Resolved Mass Spectrometry) 
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1.1 VIRI NEČISTOT V FARMACEVTSKIH UČINKOVINAH 
 
Nečistote v farmacevtski učinkovini so vse snovi razen aktivne farmacevtske učinkovine. 
Gre lahko za ostanke vhodnih surovin, intermediatov, reakcijskih topil (rezidualna topila), 
katalizatorjev in drugih reagentov, uporabljenih pri sintezi, preostanek težkih kovin in soli, 
stranskih produktov reakcij, razgradnih produktov, onesnaževal, bioloških nečistot, polimorfnih 
in solvatomorfnih nečistot, razgradnih produktov pomožnih snovi, izomere in še bi lahko 
naštevali.1,2 
Glede na ICH (angl. International Conference of Harmonization) smernice razvrščamo nečistote 
v naslednje kategorije: 
 organske nečistote: vhodni materiali, stranski produkti, intermediati, razgradni 
produkti, reagenti, itd.; 
 anorganske nečistote: težke kovine, soli; 
 rezidualna topila; 
 druge nečistote: druge polimorfne oblike, enantiomerne nečistote, nečistote, ki so 
posledica onesnaženja, ipd.; 
 elementne nečistote. 
Da bi zagotovili varnost in kakovost izdelkom, je potrebno nečistote, ki se pojavijo v aktivni 
učinkovini tekom sinteze identificirati in določiti njihov izvor, nato pa sintezo ustrezno 
optimizirati oziroma kontrolirati nivo nečistot skozi posamezne sintezne stopnje. ICH postavlja 
tudi kriterije za identifikacijo nečistot, ki se pojavljajo v učinkovini (Tabela 1).3,4 Nečistote, ki se 




Tabela 1: Meje ICH. 








≤ 2 g /dan 0,05 % 0,10 % (ali 1,0 
mg/dan) iii 
0,15 % (ali 1,0 
mg/dan) iii 
> 2 g / dan 0,03 % 0,05 % 0,05 % 
i Višje meje navajanja je potrebno znanstveno obrazložiti. 
ii Nižje meje veljajo za dokazano toksične spojine. 
iii V kolikor sta podana oba kriterija, se upošteva tista meja, ki je prej dosežena. 
1.2 PROFIL NEČISTOT 
 
Profil nečistot je podroben opis prisotnih nečistot v reprezentativni seriji učinkovine, 
pripravljene po izbranem procesu. 7 , 8  Informacije o nečistotah dobimo pri preverjanju 
reprezentativnih vzorcev (surovi izolirani in čiščeni, prekristalizirani produkti, reakcijske 
mešanice, filtrati, lužnice) in stresnem testiranju (izpostavljenost svetlobi, bazi, kislini, povišani 
temperaturi, reduktivnim in oksidativnim pogojem, z namenom ugotovitve mehanizma 
razgradnje zdravilne učinkovine in ugotovitve možnih razgradnih produktov). Profil nečistot se 
spreminja v primeru spremembe sintezne poti, spremembe kvalitete posameznih surovin in 
intermediatov, pri različnih načinih izolacije, in tudi pri spremembah proizvodnega merila.5,7 
Vedenje, katere nečistote se pojavljajo v sinteznem postopku, razkriva: 
 sintezno pot intermediata; 
 informacije o stabilnosti nekega intermediata, vhodne surovine, učinkovine ali 
stranskega produkta; 
 pogoje hranjenja posameznega intermediata. 
Poznavanje nečistot v neki stopnji sinteznega postopka omogoča možnost izboljšanja: 
 reakcijskih parametrov: z razumevanjem mehanizma reakcij lahko ustrezno prilagodimo 
čas reakcije, medij, zamenjamo reagente, katalizatorje, temperaturo; 
 dodajanja ali odstranjevanja stopenj čiščenja ali kristalizacij; 
 spremembe tehnologije in kvalitete vhodnih surovin; 
Identifikacija nečistot je nujna tudi za pripravo ustreznih referenčnih materialov (standardov), 
ki jih potrebujemo pri množici posrednih metod, pri katerih vsebnost nečistot določamo na 
osnovi standardov.7 Standard lahko sintetiziramo le, če poznamo njegovo strukturo, v kolikor 
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pa je ta neznana, je potrebno najti ustrezen vir oziroma simulirati pogoje nastanka, čemur 
sledita ustrezna izolacija (navadno s preparativno tekočinsko kromatografijo, lahko tudi s 
kolonsko kromatografijo ali preparativno tankoplastno kromatografijo) ter identifikacija 
(neposredne metode, npr. MS, NMR, rentgenska difrakcija).7 
1.3 MEDPROCESNA KONTROLA 
 
Za preverjanje čistosti posameznih intermediatov, izdelavo masne bilance, študij kinetike in 
razumevanje mehanizmov so ključne analizne metode. Sočasno se z razvojem analizne metode 
gradi tudi profil nečistot, ki nam na koncu pomaga določiti kritične točke in postaviti meje za 
medprocesno kontrolo (IPC). Z medprocesno kontrolo zagotavljamo informacije o vsebnostih 
posameznih spojin med sintezo, deležih pretvorbe, nastanku nečistot v vseh fazah razvoja, od 
laboratorija do pilotnih serij. Na podlagi rezultatov laboratorijske faze nastane podroben 
predlagan optimiziran postopek sinteze (10- do nekaj 100-gramski eksperiment) z vsemi 
kritičnimi parametri za izvedbo. Za vsak izoliran intermediat se zapiše nabor testov za kontrolo 
kvalitete, s predpisanimi mejnimi vrednostmi ali območji. Vsebina specifikacije intermediata 
temelji na predhodnem vrednotenju kritičnih točk sinteze in ICH smernic.9  
1.4 SPLOŠNE STRATEGIJE IDENTIFIKACIJE IN KARAKTERIZACIJE NEČISTOT V UČINKOVINAH IN 
INTERMEDIATIH 
 
Izdelava profila nečistot za posamezen intermediat se v splošnem lahko prične na dva načina.10 
Prvi pristop (angl. Technique-Oriented) temelji na uporabi vseh tehnik, ki jih imamo na 
razpolago in kasnejši oceni rezultatov. Vrsta analita pogojuje prvo izbiro tehnike, rezultate, 
pridobljene z uporabo velikega števila različnih metod, pa je potrebno na koncu še kritično 
ovrednotiti. V veliki večini primerov se raziskava prične z reverzno-fazno tekočinsko 
kromatografijo. 
Drugi, primernejši način, je ciljno usmerjen pristop (angl. Chemistry-Oriented), pri katerem 
izhodišče določimo na osnovi natančnega pregleda sintezne poti, predhodni določitvi 
potencialnih stranskih in razgradnih produktov reakcij in z naborom reprezentativnih vzorcev.5  
Smiselno se glede na kemijske lastnosti intermediata izvedejo tudi stresna testiranja, s čimer 
spoznamo čim več razgradnih nečistot. Izbira analizne tehnike je tako odvisna od vrste kemijskih 
karakteristik potencialnih molekul, ki smo jih predvideli, vsak naslednji korak pa temelji na 
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rezultatih iz predhodne raziskave. Način je večdimenzionalen na osnovi sprotnega analiznega 
vrednotenja rezultatov. V splošnem je vsekakor priporočljivo na osnovi lastnega znanja in 
izkušenj najprej oceniti naravo vzorca (fizikalno-kemijske lastnosti učinkovine: splet, strokovna 
in znanstvena literatura, baze podatkov...), možne uporabe detektorjev in določiti jasne cilje in 
namen analize (kvantitativna ali kvalitativna analiza, določitev nečistot, potrebe po natančnosti 
oz. občutljivosti, morebitne omejitve, povezane z opremo, izvedbo itn.). Začetni pregled lahko 
temelji tudi na podlagi obstoječih farmakopejskih metod. Glede na namen analize, npr. 
preverjanje prisotnosti enantiomera, se moramo posluževati tarčno usmerjenega razvoja 
metode. Pri določanju prenašanja nečistot skozi proces je potrebno analizirati vsako stopnjo 
posebej. Pri preverjanju razgradnih nečistot spremljamo dolgoročno stabilnost (pri predpisani 
temperaturi, vlagi, izpostavljenost svetlobi, ipd.) ter določimo potencialne razgradne produkte 
v procesu z induciranimi metodami (angl. Force degradation tests), kjer z različnimi pogoji 
poskušamo doseči 10–20 % razgradnjo (redoks pogoji, ekstremni pH, termična razgradnja, 
fotoliza...). Končna informacija o razgradnih produktih služi pri razvoju primerne formulacije 
izdelka. 
1.5 ANALIZNE METODE ZA DOLOČANJE NEČISTOT 
 
1.5.1 Kromatografske separacijske tehnike 
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je vključena v več kot tretjino vseh 
instrumentalnih metod v farmacevtski in kozmetični industriji, delež pa še vedno narašča. 
Tehnika omogoča kvalitativno in kvantitativno analizo, možnost uporabe širokega nabora 
detektorjev, avtomatizirano delo, ustrezno ponovljivost, robustnost, občutljivost in možnost 
vrednotenja velikega števila različnih spojin predvsem zaradi hitrega razvoja tehnologije 
stacionarnih faz.  
S kromatografskimi tehnikami v farmaciji poteka nadzor kakovosti in ustreznosti končnega 
farmacevtskega produkta, izdelka v fazi nastajanja, izhodne spojine, spremljanje reakcij, 
določanje kritičnih parametrov procesa, primerjava različnih sinteznih serij, identifikacija 
nečistot in razpadnih produktov, spremljanje prenašanja snovi skozi posamezne stopnje (angl. 
Carry over), zagotavljanje povratne informacije pri formulacijskih študijah, itn. 
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V večini primerov (več kot 75 %) se uporablja reverzno-fazna tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti (RP HPLC). Pri detekciji spojin s HPLC se najbolj pogosto uporabljajo spektroskopske 
absorpcijske metode, ki temeljijo na merjenju zmanjšanja intenzitete elektromagnetnega 
valovanja pri prehodu skozi vzorec. Za množico naravnih in sintetičnih organskih spojin sta 
pomembna predvsem ultravijolično (med 200 in 380 nm) in vidno področje (med 400 in 800 
nm) elektromagnetnega spektra. Najpogosteje se uporabljajo UV-VIS spektrofotometrični 
detektorji ali detektorji z nizom diod (DAD), saj olajšajo detekcijo spojin z različnim 
absorbcijskim maksimumom v UV področju in omogočajo enostavnejšo identifikacijo. Zelo 
pogosta je tudi uporaba sklopitve z masnim spektrometrom (LC-MS), ki omogoča določitev 
točne mase iona in bruto formule ter identifikacijo spojine na osnovi značilne 
fragmentacije.5,8,11 
Poleg navedenih detektorjev se pri HPLC kromatografskih tehnikah uporabljajo tudi detektor 
na lomni količnik (refraktometrični). Tehnika je primerna za širok spekter spojin, tudi za 
nasičene ogljikovodike. Veliko se uporabljajo tudi fluorescenčni detektor (za detekcijo naravnih 
in sintetičnih makromolekul), konduktometrični (meri razliko v prevodnosti raztopin), CAD 
detektor (šteje nabite delce analita in je primeren za analizo nanogramske količine spojin, ki 
absorbirajo pri nizkih valovnih dolžinah), detektor na sipanje svetlobe (za določanje mase 
makromolekul) in NMR detektor (omejitev tehnike sta uporaba dragih devteriranih topil in 
občutljivost, prednost pa strukturne določitve spojin).12 
Poleg reverzno- in normalno-fazne tekočinske HPLC se uporabljajo tudi druge vrste 
kromatografij:  
a) Tankoplastna kromatografija (TLC) oziroma novejša tankoplastna kromatografija visoke 
ločljivosti (HPTLC) je v kombinaciji z denzitometričnim detektorjem primerna tako za 
kvalitativno kot tudi kvantitativno analizo. Tehnika je velikokrat prezrta, čeprav ima 
vrsto prednosti pred HPLC, npr. večje število analiziranih vzorcev v kratkem času, 
vrednotenje reakcijskih mešanic, manjša obraba kromatografskih kolon. Slabost 
metode je nižja občutljivost. 
b) Plinska kromatografija (GC), kjer je mobilna faza plin (N2, He). V splošnem gre za 
ločevanje hlapnih spojin, zelo veliko se uporablja pri določevanju rezidualnih topil. Pri 
plinski kromatografiji se najpogosteje uporablja plamensko ionizacijski detektor (FID), 
poleg omenjenega pa še sklopitev z masnim detektorjem, termoionskim (TID), toplotno 
prevodnostnim (TCD) in detektorjem na zajetje elektronov (ECD). 
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c) Superkritična kromatografija (SFC) je primerna za ločevanje mnogih spojin, npr. 
steroidov, benzodiazepinov, pesticidov, herbicidov, vodotopnih vitaminov. Mobilna faza 
je ogljikov dioksid, katerega gostoto in viskoznost lahko spreminjamo zaradi 
superkritičnih lastnosti, s spreminjanjem tlaka ali temperature lahko krmilimo gostoto 
mobilne faze, z dodajanjem in kombinacijo drugih organskih topil pa spreminjamo 
polarnost. 
d) Ionsko-izmenjevalna kromatografija (angl. Ion Exchange Chromatography) se uporablja 
za ločevanje ionskih zvrsti na osnovi elektrostatskih interakcij med nabitimi 
funkcionalnimi skupinami stacionarne faze in molekulami v mobilni fazi. 
e) Gelska izključitvena kromatografija (SEC-GPC) se uporablja predvsem za ločevanje 
makromolekul na osnovi oblike in velikosti, saj je stacionarna faza običajno polimer s 
karakteristično velikostjo por. 
f) Kromatografija, namenjena ločevanju enantiomernih parov. Ta kromatografija je 
alternativna možnost selektivni derivatizaciji enantiomerov v diastereoizomere, ki ji 
sledi ločba na običajni koloni. 
g) Preparativna tekočinska kromatografija: primerna za izolacijo izbranih spojin v večjem 
merilu. 5,13 
Preden se odločimo za vrsto kromatografije, ocenimo kemijske strukture, stabilnosti spojin, 
topnosti, pKa... Bistveni parametri pri izbiri detektorja pa so občutljivost v dovolj širokem 
koncentracijskem območju, stabilnost, ponovljivost, kratek odziven čas, robustnost, 
nedestruktivnost in specifičnost. 
Glede na lastnosti spojin izberemo tudi mobilno fazo. Pri reverzno-fazni kromatografiji bodo v 
splošnem bazične spojine v kislem pH potovale hitreje od kislih, saj bodo v tem primeru v bolj 
polarni obliki in se bodo posledično manj zadrževale na nepolarni koloni. Navadno izberemo pH 
mobilne faze vsaj ±2 enoti pH od predvidene vrednosti pKa analita, saj se v tem območju nahaja 
že več kot 99 % molekul v ionizirani oziroma neionizirani obliki. S primernim gradientom lahko 
pokrijemo široko območje polarnosti spojin. Pri uporabi pufrskih raztopin moramo biti pozorni 
na absorpcijo UV svetlobe v območju, ki ga uporabljamo za detekcijo in na topnost v organski 
komponenti mobilne faze, da ne bi prišlo do obarjanja soli. Navadno se poslužujemo gradientne 
ločbe, saj lahko z deležem organske faze uravnavamo hitrost potovanja različno polarnih 
komponent. Če želimo nečistote preveriti z LC-MS razmislimo o uporabi hlapnih mobilnih faz, 
itn. Izbiramo lahko med različnimi vrstami stacionarnih faz, s katerimi bomo dosegli ločbo 
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različnih vrst molekul (C4, C8, C18, amidna, fenil-heksil, fenil, ciano, vezava trimetilsililnih skupin 
na proste hidroksilne skupine - Endcapped). Preverimo tudi gostoto, koncentracijo in vrste 
silanolnih skupin, velikosti delcev (1,7–10 µm), dimenzije kolone, možnosti uporabe pri višjih 
pH vrednostih, omogočanje ločbe z izključno vodno fazo, razlike v steričnih ovirah, π-π 
interakcijah, elektrostatskih interakcijah, kiralnosti, itd.14 
 
1.5.2 Druge analizne tehnike za ločevanje in določanje strukture nečistot 
 
Ločbo spojin lahko dosežemo tudi s kapilarno elektroforezo, ki se pogosto uporablja v farmaciji. 
Molekule se ločujejo na podlagi naboja in molske mase. Tehnika je nadvse uporabna v primerih, 
ko imamo na voljo majhne količine vzorca in je za ločbo komponent zahtevana visoka ločljivost. 
Za neposredno določitev strukture sorodnih spojin je nepogrešljiva tehnika tudi NMR. Z 
uporabo različnih pulznih sekvenc lahko posnamemo eno- in večdimenzionalne spektre jeder, 
ki imajo od nič različne magnetne momente, npr. 1H, 13C, 15N, 31P, 19F. Iz teh spektrov nato 
dobimo podatke o lokalnem okolju, v katerem je posamezno jedro, iz večdimenzionalnih 
spektrov pa lahko razberemo tudi dodatne informacije o strukturi, npr. korelacije prek prostora 
ali prek dveh ali treh vezi. NMR se lahko uporablja tudi za določanje vsebnosti nečistot, pri tem 
pa je pomanjkljivost te metode nizka občutljivost in natančnost.7,15 
Za potrditev strukture sorodnih spojin se uporablja tudi infrardeča (IR) absorpcijska 
spektroskopija, ki temelji na analizi spektra, ki ga dobimo, če vzorec izpostavimo 
elektromagnetnemu valovanju IR-izvora.16,17 V vzorcu absorbirana energija povzroči različna 
nihanja molekule (npr. vzdolžno, prečno, simetrično). Število možnih nihanj narašča z velikostjo 
molekule, zato so spektri velikih molekul zelo zapleteni in je tako zelo težko določiti, kateremu 
nihanju ustreza določen absorpcijski trak. Posamezne vezi in funkcionalne skupine imajo 
absorpcijske trakove v točno določenih območjih spektra, kar omogoča sklepanje na prisotnost 
ustreznih funkcionalnih skupin oziroma strukturnih elementov v molekuli. Območje, v katerem 
ugotavljamo prisotnost funkcionalnih skupin, sega od 4000 do 1600 cm-1. Vrednosti pod 
1600 cm-1 imenujemo območje prstnega odtisa in je uporabno za identifikacijo spojin. Samo 
identični spojini imata tudi ta del spektra povsem enak, če sta bila spektra posneta pri enakih 
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pogojih. Za snemanje IR spektrov potrebujemo zelo majhne količine vzorcev, ki jih moramo 
raztopiti, raztaliti, zdrobiti ali pirolizirati.  
Komplementarna tehnika IR je tudi Ramanska spektroskopija. Pri obsevanju vzorca z 
monokromatsko svetlobo le-ta izseva nekaj svetlobe različnih valovnih dolžin. Sprememba v 
energiji začetne in izsevane svetlobe nosi informacijo o strukturi. V farmaciji se uporablja 
predvsem za ugotavljanje polimorfov.5 
Za ločevanje med polimorfnimi strukturami in solvatomorfizmom se v farmaciji uporabljajo 
rentgenska praškovna difrakcija (merjenje uklonov rentgenskih žarkov na kristalih), 
termogravimetrija (merjenje fizikalno-kemijskih značilnosti spojin), ter NMR v trdnem stanju. 
Poleg tega razliko med polimorfi določamo tudi z merjenjem temperature tališča in optičnim 
mikroskopom.5,7 ,18,19 
Optično čistost snovi lahko določimo z merjenem zasuka polarizirane svetlobe, z ustrezno 
metodo HPLC (uporaba kiralnih kolon, normalno-fazna kromatografija, derivatizacija) ali NMR. 
 
Anorganske nečistote navadno določamo kot sulfatni pepel (merimo suh preostanek organske 
snovi po termični obdelavi vzorca v prisotnosti žveplove (VI) kisline), ter z AAS (merimo 
absorpcijo svetlobe elementov v osnovnem stanju). Za določanje anorganskih nečistot se v 
zadnjem času vedno bolj uveljavlja tudi tehnika ICP-MS.20  
Pri določanju vsebnosti vode uporabljamo titracijo po Karl-Fischerju.  
Vsebnost nečistot lahko na podlagi funkcionalnih skupin, prisotnih v proučevani molekuli, 
določamo tudi s titracijskimi metodami. Poleg kislinsko-baznih titracij se uporablja vrsta 
brezvodnih, redoks in derivatizacijskih titracij.3,21 
 
1.5.3 Masna spektrometrija 
 
Masna spektrometrija spada med najpomembnejša analizna orodja v biokemiji, proteomiki, 
organski kemiji, kemiji okolja, geologiji, farmacevtski in klinični kemiji, kontroli zdravil, 
prehrambeni industriji, forenzičnih preiskavah, sodni medicini, procesni tehnologiji in na 
številnih drugih področjih raziskav. Tehnika je zelo občutljiva, saj lahko z njeno pomočjo 
analiziramo sledove spojin v vzorcih, tj. nanogramske količine. Z masno spektrometrijo lahko 
izmerimo točno maso in izotopsko razmerje in na osnovi meritev dobimo informacijo o 
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prisotnih kemijskih elementih in njihovem številu, s fragmentacijo pa podatke o strukturi. 
Začetnik masne spektrometrije je Britanec J. J. Thompson, ki je sestavil spektrograf s 
superponiranim magnetnim in električnim poljem in leta 1906 prejel Nobelovo nagrado za 
fiziko. V zadnjih 50-ih letih je masna spektrometrija zaradi visokoločljivostnih masnih 
analizatorjev in vrste ionizacijskih tehnik, ki omogočajo sklopitve s kromatografijo, postala vse 
pogostejša v laboratorijih.22 Metoda je postala nepogrešljiva tudi zaradi množične uporabe v 
analizi bioloških makromolekul.23 Izmed sklopljenih tehnik je za določanje strukture nečistot 
najbolj uporabna tekočinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (LC-MS).7 Poleg 
nekaterih drugih spektroskopskih metod (npr. IR in Ramanska spektroskopija) se masna 
spektrometrija (tudi časovno ločljiva masna spektrometrija, TRMS) uporablja za študij kinetike 
kemijskih in biokemijskih procesov (ločljivost reda velikosti do nekaj femtosekund). Prednost 
masne spektrometrije pred spektroskopskimi metodami je strukturna določitev kratkoživih 
intermediatov v sledovih, pri tem pa ni nujna prisotnost kromoforjev, derivatizacija ali izotopsko 
označevanje. MS je primerna tako za spremljanje reakcijskih pretvorb majhnih organskih 




Pri LC-MS (angl. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) vodimo tok ločenih komponent iz 
HPLC kromatografa v ionski izvir prek kapilare (nekaj µl). Pri izbiri mobilne faze smo omejeni na 
hlapne sestavine in njihovo absorpcijo pri nižjih valovnih dolžinah (amonijev acetat, formiat, 
mravljična, ocetna, trifluoroocetna kislina). Nevtralne molekule ioniziramo v tekočem mediju, 
najpogosteje z elektrorazprševanjem (ESI) oz. s kemijsko ionizacijo pri atmosferskem tlaku 
(APCI).25  Primeren ionski izvir izberemo na osnovi vrste analita (molska masa in polarnost 
spojine). Pri ionizaciji z elektrorazprševanjem nastanejo protonirani in deprotonirani molekulski 
ioni ((M+H)+ in (M-H)-) in preprosti adukti ((M+Na)+, (M+NH4)+, (M+K)+, (M+Cl)-…), s katerimi 
določimo molekulski ion.26 Nastale ione vodimo v masni analizator, ki so lahko različnih vrst 
(podrobneje so opisani v poglavju o analizatorjih 1.4.2.3). Tam se ioni med seboj ločijo glede na 
razmerja mase in naboja (m/z). Dodatne informacije o strukturi molekule pridobimo s 
fragmentacijo molekule (molekulam dovedemo dovolj energije, da razpadejo na fragmente). 
Za MS-MS (tandemsko masno spektrometrijo) je značilna selektivna identifikacija (po izolaciji 
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ciljnih molekulskih ionov dobimo fragmente teh ionov, MSn spektri). Pri interpretaciji spektrov 
so nam v pomoč izotopski in metastabilni signali. Odvisno od stopnje ionizacije spojina lahko 
fragmentira že v ionskem izviru, posledica pa je zavajajoč masni spekter spojine ali v primeru 
prenizke ionizacije nizka občutljivost. Masni spekter je običajno črtast diagram, v obliki 
histograma. Tehnika ni primerna za identifikacijo izomerov ali mešanic spojin. 
1.5.3.2 Ionizacijske tehnike 
 
Z masnimi analizatorji lahko ločujemo ione v vakuumu v magnetnem in električnem polju ali 
samo v prostoru. Spojine, ki jih želimo analizirati z masnim spektrometrom morajo biti nabite 
oziroma ionizirane. Molekulski ioni vstopajo v vakuumski del masnega spektrometra 
(analizator) v plinski fazi. Primeren ionski izvir izberemo na osnovi vrste analita (molska masa in 
polarnost spojine). Na primer, kemijska ionizacija ni primerna za nehlapne molekule, ter tiste, 
ki so pri višjih temperaturah nestabilne. Za analizo slednjih navadno uporabljamo desorpcijske 
oziroma desolvatacijske metode ionizacije. Poznamo vrsto ionizacijskih tehnik, pri katerih 
ionizacija analita poteka v vakuumu (EI, CI, FI, FD), pri nekaterih pa ioni nastanejo v tekoči fazi 
in so nato ekstrahirani v plinsko fazo (FAB, LDI, MALDI). Pri atmosferskih ionizacijskih tehnikah 
proces nastajanja ionov iz spojin v raztopljenih ali trdnih vzorcih poteka pri atmosferskem tlaku 
(ESI, APCI, APPI, Atmospheric Pressure-MALDI). Ionizacija poteka pri zunanji atmosferi, ioni pa 
so nato prek vmesne kapilare (vmesnika) preidejo v vakuum masnega analizatorja. Med najbolj 
razširjeni ionizacijski tehniki, kjer nastanek ionov poteka pri atmosferskem tlaku (API), spadata 
elektrorazprševanje (ESI) ter kemijska ionizacija z razprševanjem pri atmosferskem tlaku (APCI). 
Značilnost teh metod je ionizacija analita v tekoči fazi pri atmosferskem tlaku pred vstopom v 
vakuumski del masnega analizatorja. Kombinacija termičnega in pnevmatskega efekta in 
prenosa naboja povzroči desolvatacijo ionov v ionskem izviru. Tehniki nudita možnost sklopitve 
s kromatografijo. Pretoki mobilne faze se navadno gibljejo od 1 µl min-1 do nekaj ml min-1. Poleg 
naštetih se uporablja tudi fotoionizacija pri atmosferskem tlaku (APPI) ter mehka ionizacija z 
lasersko desorpcijo (Atmospheric Pressure MALDI). Pri desorpcijskih metodah je nastanek ionov 
nekoliko drugačen kot pri desolvatacijskih. Hiter razvoj atmosferskih ionizacijskih tehnik je 
povzročil nastanek in razcvet »ambientalnih« tehnik (angl. Ambient Mass Spectrometry 
Techniques), npr. DESI, DAPCI, DAPPI, itd. Ionizacija v tem primeru poteka pri atmosferskem 
tlaku in izven ionskega izvira, ione pa pnevmatsko ali kako drugače nato prek vmesnika API 
(angl. Interface) vodimo v masni analizator.  
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Moderni instrumenti z ionskimi izviri API so konstruirani tako, da omogočajo enostavno 
menjavo izvirov, pri čemer ne vplivamo na vakuum masnega analizatorja. Pri zamenjavi 
moramo le počakati, da se popolnoma vzpostavi temperaturno ravnotežje ter biti pozorni na 
visoke delovne temperature v nekaterih primerih, npr. pri APCI in APPI.27 Kapilare, s katerimi 
razpršujemo so lahko nameščene pod različnimi koti in na različnih razdaljah tako, da ioni lažje 
vstopajo v izbran masni analizator.  
Ključna lastnost, ki je botrovala hitremu razvoju API tehnik, je možnost sklopitve s tekočinsko 
kromatografijo ter fleksibilnost pri uporabi več vrst ionizacij pri istem masnem analizatorju. 
Kljub temu ostaja vrsta slabosti in interferenc, na katere moramo biti posebej pozorni, npr. 
kovinski ioni, nekateri detergenti, ki vplivajo na proces uparevanja, nekatere mobilne faze 
zaradi visokega signala v ozadju in znižanja občutljivosti tehnike, npr. TEA pri pozitivni ionizaciji 
(m/z 102), TFA pri negativni ionizaciji (m/z 113). 
Vzporedno z razvojem masne spektrometrije organskih molekul je razvoj doživljala tudi 
detekcija anorganskih spojin s pomočjo masne spektrometrije. Od ionizacijskih tehnik, ki 
potekajo pri atmosferskem tlaku, je najbolj razširjena induktivno sklopljena plazma (ICP), ki se 
uporablja za določanja elementne sestave (predvsem kovine). 
Prvi ionski izvir z elektrorazprševanjem, sklopljen z masnim spektrometrom je okoli leta 1980 
predstavil ameriški prejemnik Nobelove nagrade John Fenn.28 ESI ionizacija je doživela razcvet 
v razvoju predvsem zaradi svoje uporabe pri določevanju struktur makromolekul.  
Primerno vrsto ionizacije in polariteto izberemo na podlagi topnosti molekul, termične 
obstojnosti, vsebnost heteroatomov in njihove zmožnosti oddajanja in prejemanja elektronov: 
 prejemanje protonov – pozitivna ionizacija (angl. positive ion mode) 
 oddajanje protonov – negativna ionizacija (angl. negative ion mode) 
Raztopina vzorca vstopa skozi kapilaro v notranjost ionskega izvira. Napetost na kapilari znaša 
relativno nekaj kV glede na obdajajočo cilindrično elektrodo. Prek kapilare prihaja v izvir 
razpršeni curek aerosola. Z dovajanjem vročega dušika topilo pospešeno izhlapeva. Pare topila 
se s pomočjo rotacijske črpalke odčrpavajo v odpad. Dotok vročega plina suši kapljice topila in 
zaradi napetosti na kapilari so kapljice nabite. Notranji premer kapilare znaša običajno okoli od 
1 do 100 µm, potencial pa med 3 in 4 kV. Nameščena je približno na razdalji nekaj mm od vstopa 
v stekleno kapilaro, ki ločuje ionski izvir od analizatorja. Vstopajoča raztopina vzorca je 
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izpostavljena električnemu polju od 106-107 V m-1.29 Električno polje povzroči, da se naboji med 
seboj ločijo in razvrstijo v stožčasto postavitev (angl. Taylor cone) v notranjosti kapilare. 
Fenomen take postavitve v električnem polju je odkril Zeleny, teoretično obdelal pa Taylor.30 
Ko dosežejo konico, oz. vrh, dosežejo najvišjo gostoto naboja in curek kapljic se razprši zaradi 
delovanja elektrostatskih sil.31 Kapljice zaradi izhlapevanja topila postajajo vse bolj nabite in 
zaradi nestabilnosti razpadajo v vse manjše in manjše. Proces se ponavlja, dokler ne dobimo 
samo nabitih molekul analita – ionov, ki jih vodimo v masni analizator prek vmesnika. Nastali 
ioni v plinski fazi prek steklene kapilare (0,2 mm notranji premer, 60 mm dolžine) vstopajo v 
območje masnega analizatorja z nižjim tlakom (102 Pa) ter zatem v območje visokega vakuuma 
(10-3-10-4 Pa). Nastanek protoniranih oziroma deprotoniranih ionov je odvisen od izbire načina 
ionizacije (pozitivna ali negativna ionizacija). V pozitivnem poteka oksidacija anionov, v 
negativnem pa redukcija kationov.  
Poleg strukture molekul, ki jih določamo, na ionizacijo vplivajo še eksperimentalni pogoji: 
 pH medija, ki ga razpršujemo, 
 hitrost pretoka raztopine, ki jo uvajamo v ionski izvir (pogosto namesto višjega pretoka 
uporabimo »nanospray«), 
 pretok plina, 
 temperatura v izviru, s katero pospešujemo izhlapevanje topila ter temperatura 
kapilare. 
LC-MS tehnika je primerna za analizo večjih polarnih nabitih, nehlapnih spojin, kot npr. 
proteinov, peptidov, oligosaharidov in polinukleinskih kislin, kot tudi za analizo majhnih 
polarnih molekul ter kovinskih kompleksov.32,33 Določamo lahko nizke koncentracije analitov 
(10-6-10-4 M). Posebnost tehnike je tvorba večkrat nabitih ionov, zaradi česar se veliko uporablja 
za določevanje struktur makromolekul. ESI ionizacija je primerna za skoraj vse vrste masnih 
analizatorjev glede na analizne zahteve. Uporabljamo lahko hlapna polarna in nepolarna topila, 
aprotična in protična, npr. dietileter, tetrahidrofuran, diklorometan, izopropanol, metanol, 
acetonitril, vodo ter različne pufrske raztopine. Pri izbiri soli za pripravo pufrov smo omejeni s 
koncentracijo (navadno < 10-3 M, ter vsaj za ±2 enoti pH različen od pKa analita) hlapnimi 
sestavinami (amonijev acetat, amonijev formiat, mravljična in ocetna kislina, trifluoroocetna 
kislina). Uporaba slabše hlapnih sestavin zahteva višje pretoke plina pri razprševanju (navadno 
se giblje med 0–2 L min-1) in višje temperature kapilare (tipično območje 150–250 °C). V 
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splošnem je število nabojev na molekuli z ESI ionizacijo odvisno od molekulske mase in števila 
potencialnih nosilnih mest naboja v molekuli za protoniranje, deprotoniranje ali 
kationizacijo. 34 , 35 , 36  Primer: maksimalno število nabojev na peptidih in proteinih je 
proporcionalno s številom bazičnih aminokislinskih ostankov. Merilo m/z v teh primerih ne sledi 
več linearni odvisnosti, kar omogoča standardnim masnim analizatorjem analizo ekstremno 
velikih molekul. Število vrhov v spektru velikih molekul se poveča, zaradi česar potrebujemo 
napredna orodja in visokoločljivostne masne analizatorje, s katerimi omogočamo natančno 
določitev mase. Polimeri nizkih molekulskih mas tvorijo enkrat nabite ione, višjih molekulskih 
mas pa tudi dvakrat, trikrat in večkrat nabite ione.23 Pri ionizaciji polarnih majhnih molekul (Mr 
< 1500) z elektrorazprševanjem nastanejo protonirani in deprotonirani molekulski ioni ((M+H)+ 
in (M-H)-) in preprosti adukti ((M+Na)+, (M+NH4)+, (M+K)+, (M+Cl)-…). Tipi ionov, ki nastanejo, 
so odvisni od pH, polarnosti, prisotnosti soli in koncentracije. Večkrat nabite ione te vrste redko 
zasledimo.  
1.5.3.3 Masni analizatorji 
 
Zaradi različnih vrst in velikosti ionov, ki jih moramo analizirati, različnih zahtev po ločljivosti, so 
se razvili različni tipi masnih analizatorjev. V splošnem ločimo več vrst masnih analizatorjev, 
glede na princip delovanja, poleg tega pa se ločijo na nizko in visokoločljivostne, kjer je napaka 
( 
Enačba 1) v izmerjeni m/z tudi manj od 1 ppm.  
 
∆ (ppm) =




Enačba 1: Definicija napake Δ (ppm) pri določitvi točne mase iona. 
 
Kvadrupolni analizator je sestavljen iz štirih vzporednih elektrod. Diagonalno nasprotni 
elektrodi imata vedno isti predznak napetosti, sosednji elektrodi pa vedno nasproten predznak. 
Elektrode so priključene na izmenično napetost, zato se polarizacija elektrod izmenjuje. 
Elektrode so priklopljene na izmenično in enosmerno napetost, ki niha na dveh elektrodah 
okrog pozitivne ravnovesne vrednosti, pri drugih dveh pa okrog negativne. Dve nasproti ležeči 
elektrodi imata negativen potencial, razen za kratek čas, ko je amplituda radiofrekvenčnega 
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nihanja napetosti med elektrodami večja od negativnega konstantnega potenciala. Enako, 
vendar z nasprotnim predznakom velja za drugi dve nasproti ležeči si elektrodi. Zaradi te 
kratkotrajne spremembe v potencialih elektrod, so tiri pozitivno naelektrenih molekul 
ukrivljeni. Lažje molekule se bodo odklanjale z večjo amplitudo od težjih, kjer bo tir bolj 
podoben premici. S spremenljivimi vrednostmi amplitude izmenične in konstantne napetosti 
med elektrodami se lahko doseže prepustnost skozi celotno dolžino elektrod samo za ione z 
določenim razmerjem med m/z. Kvadrupol lahko deluje kot masni filter. 
Masni analizator tridimenzionalne kvadrupolne ionske pasti (angl. 3D Quadrupole Ion Trap) je 
sestavljen iz vhodne odprtine, skozi katero molekule vstopajo iz ionizacijske komore, izhodne 
odprtine, mimo katere vodimo molekule na detektor in notranji obroč poimenovan »krof« 
(angl. doughnut). V notranjem obroču je spremenljivo radiofrekvenčno elektromagnetno polje, 
v katerem so ioni ujeti, ker se gibljejo po zaključenih tirnicah. Od tod izraz, da se nahajajo v 
ionski pasti. V prostoru ionske pasti mora biti vakuum, kot v vseh masnih analizatorjih. Dodatno 
se lahko dovaja helij, ki pospeši fragmentacijo posameznih večjih molekul in omogoča analizo 
teh fragmentov, kar poznamo kot MS/MS oz. tandemsko spektrometrijo. Ionska past je 
nizkoločljivostni masni analizator, saj z njim ne moremo natančno določiti bruto formule. 
Predvsem ga uporabljamo za določitev struktur zaradi sposobnosti snemanja MSn masnih 
spektrov. 
Poznamo tudi analizator Orbitrap, za katerega je konec 90-ih let Makarov dobil Nobelovo 
nagrado.37  Ioni v orbitrapu zaradi elektrostatične privlačnosti pričnejo oscilirati po eliptični 
trajektoriji z različnimi frekvencami, pri tem pa se pomikajo tudi naprej in nazaj vzdolž notranje 
osi elektrode (aksialno gibanje). Njihovo aksialno gibanje je harmonično, njihova krožna 
frekvenca pa je odvisna le od razmerja med maso in nabojem iona. Krožna frekvenca tega 
gibanja 𝜔 je podana s spodnjo enačbo (Enačba 2), kjer je 𝑘 konstanta. Gibanje ionov inducira 






Enačba 2: Odvisnost krožne frekvence od razmerja m/z. 
Orbitrap zaradi svoje sposobnosti »ujetja« majhne količine ionov lahko dosega visoke ločljivosti 
(Thermo tudi 106) in natančnost m/z celo pod 1 ppm z uporabo internega kalibranta. 38  Z 
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Orbitrapom lahko snemamo fragmentacijske MSn masne spektre in določamo bruto formule 
fragmentom. Za vse meritve pa potrebuje precej časa, še posebej, kadar snemamo masne 
spektre pri največji točnosti mase, zaradi česar ni najbolj primeren za sklopitve z UPLC. Za razliko 
od ionske pasti, ki se bolj uporablja za tarčne, kvantitativne analize, analizo post-translacijskih 
modifikacij, metabolomiko, itn. se Orbitrap prednostno uporablja za analizo neznanih spojin, 
pri iskanju markerjev, v proteomiki in raziskavah metabolizmov. 
FT-ICR (angl. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) je masni spektrometer, ki deluje na 
osnovi ciklotronske resonance. Sprva se je uporabljal v sklopitvi s plinsko kromatografijo, po 
letu 1974 pa z uporabo superprevodnih magnetov dosežemo najvišjo možno ločljivost (do 106) 
in točnost (Δm do 10-4 amu).39 Ioni v homogenem magnetnem polju krožijo s krožno frekvenco. 
Ko so ioni izpostavljeni radiofrekvenčnemu pulzu prek para vzporednih elektrod, pravokotnih 
na smer kroženja, se pulz energije absorbira. Časovni potek signala s Fourierovo transformacijo 
preslikamo v prostor frekvenc. Razlika s FT-ICR analizatorjem je ta, da pri Orbitrapu ni 
magnetnega polja.  
TOF (angl. Time of Flight) je masni spektrometer, ki ga je konstruiral Stevens leta 1946 in meri 
čas preleta ionov z določeno kinetično energijo, ki mu jo dovedemo. Poleg FT-ICR, Orbitrapa 
tudi TOF velja za visokoločljivostni masni spektrometer.40 Ioni, ki jih pospešimo z električnim 
poljem znane moči dobijo enako količino kinetične energije kot ostali ioni z enakim nabojem, 
hitrost potovanja pa je odvisna od razmerja med maso in nabojem. Ker je razdalja, ki jo morajo 
ioni prepotovati konstantna, moramo zelo natančno izmeriti čas, ki ga za prelet potrebujejo 
ioni. Težji ioni bodo počasneje preleteli pot kot lahki. Porazdelitev med ioni lahko tudi 
povečamo z uporabo »ionskega zrcala«. Ioni bodo potovali do krožnih elektrod (reflektrona), ki 
so pod visoko napetostjo, tam se bodo pa zaradi razlike v napetosti usmerili v nasprotno smer. 
Hitrejši ioni bodo prepotovali daljšo tirnico od lažjih. Poleg povečane ločljivosti pridobimo tudi 
na zmanjšanju velikosti instrumenta zaradi daljše poti ionov. TOF analizatorji dosegajo visoke 
ločljivosti (tudi 60.000, točnost mase <5 ppm) in zelo natančne določitve izotopskega razmerja 
in bruto formul.  
Poznamo tudi hibridne analizatorje. To so različne kombinacije analizatorjev, s katerimi 
dosežemo željeno ločljivost, natančnost, robustnost in meritve fragmentacijskih spektrov. TOF 
je pogosto sklopljen z dodatnim masnim analizatorjem, največkrat s kvadrupolnim masnim 
analizatorjem (Q-TOF), ionsko pastjo (trap-TOF) in ali še enim TOF analizatorjem (TOF-TOF). 
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Poznamo tudi LTQ-Orbitrap kombinacijo (linearna ionska past skupaj z Orbitrapom), kvadrupol 
z Orbitrapom, Q-Trap (kvadrupol z ionsko pastjo) in tudi tribridne kombinacije, npr. 
spektrometer proizvajalca Thermo ScientificTM Orbitrap FusionTM TribridTM (ZDA), ki je 
kombinacija kvadrupola, ionske pasti in Orbitrapa. 
1.5.3.4 Identifikacija nečistot v farmacevtskih učinkovinah z LC-MS 
 
Kerns in sodelavci so razvili splošno metodologijo identifikacije nečistot z masno spektrometrijo 
v farmacevtski učinkovini, ki vključuje eksperimente LC-MS in LC-MS-MS za hitro, občutljivo in 
visoko zmogljivo detekcijo nečistot.41 Pristop vključuje tradicionalen način priprave vzorcev, 
kromatografsko ločbo in obdelavo podatkov v enem samem instrumentalnem eksperimentu. 
Nastali večdimenzionalni podatki vključujejo retencijske čase, molske mase, UV spektre in 
podatke o podstrukturah. Za vsako strukturo se ustvari baza podatkov, ki nam služi v pomoč pri 
identifikaciji iste nečistote v novem vzorcu. Predlagane strukture nečistot temeljijo glede na 
razlike oziroma podobnosti (enaki ali različni fragmenti, odcep enakih molekul, itd.) v primerjavi 
z osnovno spojino (intermediatom ali učinkovino). S simulacijo kromatografskih pogojev 
reprezentativnega HPLC kromatograma spojine (intermediata ali učinkovine) vodimo ločene 
komponente v vzorcu prek LC-MS vmesnika v masni spektrometer z namenom identifikacije 
posameznih spojin. Za vsako ločeno komponento je najprej z eksperimentom prek celotnega 
masnega območja (LC-MS Full Scan) določena molska masa. Z razvojem visokoločljivostnih 
masnih analizatorjev (TOF, Orbitrap, FT-ICR) je postala določitev molekulske formule na osnovi 
meritev točnih mas in izotopskega razmerja nekoliko lažja naloga.42 Z napredkom so HRMS 
(angl. High Resolution Mass Spectrometry) analizatorji postali tudi vse bolj komercialno 
dostopni. Iz primerljivega LC-UV kromatograma (iz LC-DAD, za vsako komponentno tudi 
pripadajoči UV spekter) pridobimo torej hkrati LC-TIC kromatogram (angl. Total Ion 
Chromatogram) iz LC-MS Full Scan eksperimenta, ter MS/MS spekter za vsak izoliran ion v 
določeni časovni točki iz LC-MS-MS eksperimenta. MS/MS spekter navadno pridobimo na 
osnovi rutinskih nastavitev. Fragmenti nam dajo informacijo o podstrukturi, ki jo zatem lahko 
vnesemo v bazo podatkov oziroma knjižnico. V kolikor želimo dodatne informacije o strukturi 
neke komponente lahko eksperiment ponovimo z drugim načinom ali višino dovedene energije 
za fragmentacijo. Metoda je hitra (v najboljšem primeru potrebujemo le eno kromatografsko 
ločbo) in z njo lahko zaznamo že spojine v sledovih (nekaj ng). Seveda je navadno potrebno 
spojine za potrebe priprave referenčnih spojin (standardov) izolirati s preparativno 
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kromatografijo ali sintetizirati, ter strukturo potrditi še z drugimi neposrednimi metodami 
(NMR, rentgenska praškovna difrakcija, elementna analiza, IR spektroskopija, itd.).43  
1.5.3.5 Izmenjava vodik-devterij 
 
Kadar protična topila v kromatografski ločbi (voda, metanol) zamenjamo z devteriranimi (D2O, 
MeOD), lahko opazimo spremembo mase molekulskega iona iz (M+H)+ v (M'+D)+ zaradi 
zamenjave vodika z devterijem, če so prisotne funkcionalne skupine z izmenljivimi protoni (OH, 
NH2, NHR, COOH ali SH). Razlika v masi molekule nam da informacijo o številu izmenljivih 
vodikov v molekuli.44 Poleg spremembe mase v molekulskem ionu lahko vidimo tudi razlike v 
fragmentih. Devterirana topila lahko neposredno zamenjamo s protičnimi topili in tako 
spremljamo neposredno on-line izmenjavo, ki je v večini primerov kvantitativna. Druga možnost 
je pokolonska izmenjava z uporabo razdelilnega T-člena, kjer eluentu iz HPLC iz pomožne 
črpalke dovajamo devterirana topila. Pretok iz HPLC je tako zmanjšan, pri tem pa zagotovo pade 
občutljivost, lahko se pojavi nepopolna izmenjava in precej bolj kompleksno izotopsko razmerje 
tarčnega iona, kar nam otežuje interpretacijo, vendar pa je hkrati odlična rešitev, ko smo 
omejeni s količino devteriranih topil in ko imamo normalno-fazno kromatografijo, kjer se ne 
uporablja veliko protičnih topil. Tretja možnost je uporaba modifikatorjev, npr. kislin ali baz pri 
devteriranih topilih kot mobilni fazi. V tem primeru ohranimo dinamiko kromatografske ločbe 
in dosežemo kvantitativno pretvorbo. Na ta način lahko ločujemo med izobarnimi spojinami, 
kot so npr., N-,S- oksidirane oblike in C- hidroksilacija, med desfluoro in dehidro strukturami, 
med oksidacijo (nastanek ketona) in metilacijo, uporablja se tudi za študij mehanizmov, 
preverjanje odcepa npr. zaščitne t-Boc skupine, za študij reakcij ionov v plinski fazi (APCI).45 
Za dodatne strukturne raziskave lahko uporabljamo tudi metodo kemijske derivatizacije. 
Najpogosteje se uporabi oksidacije alifatskih hidroksilnih skupin z namenom določitve mesta 
hidroksilacije, redukcije sulfoksidov, N-oksidov ali ketonov, metiliranja ali etiliranja karboksilnih 
kislin ali fenolnih hidroksilnih skupin, acetiliranja aminskih ali hidroksilnih skupin, tvorbe 
trimetilsililetrov in še bi lahko naštevali.44 
1.5.3.6 Visokoločljivostna masna spektrometrija – določitev točne mase  
 
Z visokoločljivostno masno spektrometrijo HRMS (angl. High Resolution Mass Spectrometry) 
lahko določamo točne mase ionov z veliko točnostjo (do 1 ppm). 
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V naravi so prisotni izotopi elementov, zato je potrebno natančno ločevanje med točno in 
povprečno maso nekega iona (Slika 1). Pri poimenovanju »molska masa« navadno mislimo na 
relativno molekulsko maso, ki je seštevek povprečnih mas elementov, ki sestavljajo molekulo. 
Za točno maso iona pa je potrebno upoštevati vse različne kombinacije izotopov posameznih 
elementov, ki sestavljajo molekulo. 
 
C  12.0107a  
 12C 12.000000 100 
 13C 13.003355 1.08 
N  14.0067a  
 14N 14.003074 100 
 15N 15.000109 0.365 
O  15.9994a  
 16O 15.994915 100 
 17O 16.999132 0.038 
 18O 17.999161 0.205 
Slika 1: C,N,O: povprečne mase, izotopi in njihova zastopanost v naravi. 
Izračun karakteristične porazdelitve izotopskega razmerja za večizotopski element: 
 
 {pi1 Α0 + pi2 Α(mi2 - mi1) + pi3 Α(mi3 - mi1) + …}ni × {pj1 Α0 + pj2 Α(mj2 - mj1) + pj3 Α(mj3 - mj1) + …}nj × {… 
 
Kjer je pix relativna intenziteta x-tega izotopa elementa i, mix pa je masa elementa i, in eksponent 
ni pove število elementov i v molekuli. Dana polinomska enačba za izotope 1, 2, 3, … elementov 
i, j … predstavlja naslednjo porazdelitev: 
w0 Α0 + wr Αr + ws Αs + wt Αt + … 
 
kjer vrednosti w0, wr, ws, wt, predstavljajo posamezne relativne deleže M+·, [M + r]+·, [M + s]+·, 
[M + t]+·… Člen Α(mix - mi1) omogoča določitev r, s, t… enostavno z razširjenim polinomom. 
Primer za CBr2Cl2: 
 
{p12C Α0 + p13C Α(m13C - m12C ) } × {p79Br Α0 + p81Br Α(m81Br - m79Br ) }2 × {p35Cl Α0 + p37Cl Α(m37Cl - m35Cl) }2 
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Za dovolj visoko-ločljivostne masne analizatorje (TOF, Orbitrap) je (mix - mi1) in (mjx - mj1) 
lahko zelo različen od nizkoločljivostnih. Zelo kompleksne porazdelitve tako nastanejo že za zelo 
majhne molekule. Glede na pojavljanje 12C, 13C, 79Br, 81Br, 35Cl in 37Cl v naravi dobimo 18 signalov 
za CBr2Cl2.46 
Iz nizkoločljivostnega masnega spektra običajno lahko določimo karakteristično izotopsko 
razmerje, specifične mase fragmentov in karakteristične masne razlike (Δm) med molekulskim 
ionom (M+·) in fragmentom ali med fragmenti. Visokoločljivostni masni spekter pa nam služi za 
potrditev elementne sestave in zagotavlja na osnovi visoke točnosti, da teh zadetkov ni preveč 
in da na osnovi napake meritve izključimo napačne predloge. S tandemsko masno 
spektrometrijo MS/MS potrdimo značilne cepitve heteroatomov od prvotnega molekulskega 
iona ali fragmenta. 
1.5.3.7 Tandemska masna spektrometrija 
 
Tandemska masna spektrometrija, znana tudi kot MS/MS oziroma MS2, je sklopitev dveh ali več 
analizatorjev z namenom določitve strukture spojin. Ionizirane molekule se v prvem 
analizatorju ločijo glede na razmerje med maso in nabojem, nato pa v naslednji analizator 
vstopajo le ioni z vnaprej določenim m/z, ki jih na različne načine fragmentiramo. V drugem 
analizatorju se zopet razvrstijo glede na m/z, z izbranim detektorjem pa jih zaznamo in na osnovi 
izmerjenih fragmentov interpretiramo strukturo prvotnega iona. Analizna tehnika je uporabna 
tako v klasični masni spektrometriji organskih spojin, kot tudi pri sekvenciranju proteinov, 
oligosaharidov in oligonukleotidov. Fragmentacija ionov v plinski fazi poteka na zelo različne 
načine, ki pa nam dajo tudi zelo različne informacije o strukturi in zgradbi molekule.  
Fragmentacija lahko poteka že v ionskem izviru (navadno pri elektrorazprševanju s pomočjo 
dodatnega potenciala povzročimo fragmentacijo ionov že tekom ionizacije). Najbolj razširjena 
vrsta fragmentacije je trkovno inducirana disociacija CID (tudi HCD), kjer gre za trk ionov v 
plinski fazi z molekulami inertnega plina (navadno helij, dušik ali argon). Pri tem se kinetična 
energija ionov pretvori v notranjo energijo, kar povzroči karakteristične cepitve vezi.47 Poleg 
tega pa je na voljo vrsta metod z zajetjem ali prenosom elektrona (najbolj pogosti ECD, ETD, 
itd.). Energija, ki se pri tem sprosti, lahko povzroči razpad iona. Zelo pogosto se ti vrsti 
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fragmentacij uporabljata v proteomiki. Za spojine, ki so občutljive na svetlobo, lahko 
uporabljamo tudi metodo fotodisociacije, kjer absorbirana svetloba povzroči razpad iona.  
1.6 ANTAGONISTI ANGIOTENZINSKIH KONVERTAZ 
 
Srčno-žilne bolezni predstavljajo enega izmed glavnih vzrokov smrti v razvitem svetu. 
Pomemben dejavnik tveganja za njihov razvoj pa je visoki krvni tlak. Arterijska hipertenzija je po 
definiciji krvni tlak ≥ 140/90 mm Hg. Z zniževanjem krvnega tlaka pomembno zmanjšamo pojav 
možganske kapi, srčne kapi in srčnega popuščanja. Ciljni sistolični tlak je predvsem pri starejših 
bolnikih težko doseči brez diete in omejevanja soli v prehrani. 
Zaviralci angiotenzinskih konvertaz so učinkovine za zniževanje krvnega tlaka. S tem, ko 
preprečujejo pretvorbo dekapeptida angiotenzina I v aktivno obliko oktapeptida angiotenzina 
II, povzročijo padec krvnega tlaka in koncentracije natrijevih ionov v ledvicah. Z vezavo 
angiotenzina II na angiotenzinski receptor tipa I pride v nadledvični žlezi do nastanka 
aldosterona, ki je odgovoren za dvig krvnega tlaka in tudi za zožitve sten ven in arterij. Dodatno 
tudi antagonisti angiotenzinskih konvertaz izboljšajo presnovo v srčnem mišičevju in omogočajo 
srcu, da učinkoviteje poganja kri po telesu.  
Sartani (Slika 2) so nova generacija »ne-peptidnih« inibitorjev angiotenzinskih konvertaz.48 
Poznamo več vrst sartanov, npr. losartan, valsartan, olmesartan, irbesartan, kandesartan, 
telmisartan, eprosartan.  
1-(((cikloheksiloksi)karbonil)oksi)etil 1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-2-etoksi-
1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilat (TCV-116) spada med zaviralce angiotenzinskih konvertaz, 
oziroma v skupino tako imenovanih sartanov, ki se uporabljajo za zdravljenje kardiovaskularnih 
bolezni, preventivno za lajšanje migren ter kot antihipertenzivi.49,50,51 TCV-116 1 je sintetično 
predzdravilo za aktivno obliko CV-11974 2 (Slika 3), v katero se pretvori s pomočjo esteraz v 









Slika 3: Predzdravilo 1, aktivna učinkovina 2 ter metabolit 3. 
TCV-116 1 je razvilo podjetje Takeda Pharmaceuticals, Japonska v letu 1990 in se poleg 
monoformulacije uporablja tudi v kombinaciji z diuretiki. 53  Glavna prednost pred drugimi 
sartani je manjši odmerek in precej manjše število stranskih učinkov. 
 
Slika 4: TCV-116: bifeniltetrazolni del, heterocikel in stranska skupina. 
Sintezne poti zaviralcev angiotenzinskih konvertaz se razlikujejo večinoma v sekvenci 
eksperimentov, tj. priprave bifeniltetrazolnega dela, heterocikličnega obroča ter stranske 
skupine (Slika 4). 
1.6.1 Znane nečistote 
 
Na osnovi smernic ICH so Mehta in sodelavci identificirali razgradne nečistote 1. Opazili so, da 
največ nečistot nastane pri nevtralnih pogojih hidrolize. Skupno so zaznali 8 razgradnih nečistot 
(N1-N8) (Slika 5), jih izolirali in potrdili njihovo strukturo z NMR. Nečistote so ločili s tekočinsko 




Slika 5: Razgradne nečistote aktivne učinkovine N1-N8. 
Odščita zaščitnih skupin je pri večini sintez TCV-116 1 potekala v zadnji stopnji in pri zelo kislih 
pogojih, kar je vodilo do nastanka glavne razgradne nečistote 2-hidroksi-benzimidazola N1, ki 
je po strukturi zelo podoben učinkovini in zaradi česar je čiščenje le-te problematično. 
Leta 2011 so Raman in sodelavci identificirali ter določili vsebnost procesne nečistote etilnega 
estra N9 (Slika 6), katerega vsebnost je bila skoraj 0,2 %, kar so potrdili s sintezo in 




Slika 6: Etilni ester CV-11974 N9. 
Pri ciljni sintezi etilnega estra so sintetizirali tudi N-etilni hidrolizni nečistoti N10 in N11 etilnega 
estra (Slika 7). Njihova raziskava je bistveno pripomogla pri izboljšanju kvalitete končnega 
produkta in izkoristku reakcije. 
 
Slika 7: N-etilni nečistoti etilnega estra CV-11974 N10 in N11. 
Ferreiros je objavil analizne metode za določanje 8 različnih antihipertenzivov, med drugim tudi 
za TCV-116 1. Metoda se je izkazala za pomanjkljivo zaradi slabe ponovljivosti in nelinearnosti. 
Ugotovil je, da so vzrok za nelinearnost metode najverjetneje hidrolizni produkti, ki nastanejo 




1.6.2 Nekaj sintez ključnega prekurzorja zaviralca angiotenzinskih konvertaz (TCV-116) 
 
 
Slika 8: Ključni intermediat 4 za sintezo TCV-116 1. 
Osnovni sintezni postopek za sintezo ključnega prekurzorja inhibitorja angiotenzinskih 
konvertaz 4 (Slika 8) je ilustriran na naslednji shemi (Slika 9).57 V patentu je predstavljena sinteza 
iz osnovnih kemikalij. Poleg tega pa patent pokriva tudi celo vrsto drugih postopkov sinteze in 
sorodnih spojin. 
Izhodna spojina je 3-nitroftalna kislina 5 (Slika 9), ki jo v prvi reakcijski stopnji pretvorijo v etil 2-
karboksi-3-nitrobenzoat 6 (Slika 9) z etanolom v prisotnosti koncentrirane žveplove(VI) kisline 
pri temperaturi refluksa. Produkt izolirajo s 74 % izkoristkom in v naslednji stopnji pripravijo etil 
terc-butoksikarbonilamino-3-nitrobenzoat 8 (Slika 9) prek intermediata kislinskega klorida (7, 
Slika 9). Najprej s tionil kloridom pripravijo etil 2-(klorokarbonil)-3-nitrobenzoat, ki ga nato z 
natrijevim azidom v DMF (N,N-dimetilformamidu) pretvorijo do spojine 7 (Slika 9). Izkoristek 
pretvorbe spojine 6 (Slika 9) do spojine 8 (Slika 9) je okrog 96 %. V naslednji stopnji pripravijo 
intermediat etil 2-[[(2`cianobifenil-4-il)metil]amino]-3-nitrobenzoat 9 (Slika 9). Pripravijo ga iz 
spojine 8 (Slika 9) in 4-(2-cianofenil)benzil bromida v THF (tetrahidrofuranu) kot topilu in z NaH 
kot bazo z 85 % izkoristkom. Izkoristek celotne sinteze učinkovine do tega intermediata je okrog 
60 %. V naslednji stopnji poteče redukcija nitro skupine spojine z SnCl2 do aminske skupine in 
tako nastane intermediat etil 3-amino-2-[[(2`cianobifenil-4-il)metil]amino]benzoat 10 (Slika 9) 





Slika 9: Sinteza ključnega intermediata 4 po osnovnem patentu. 
Intermediat 11 pripravijo na dva načina. Po prvem načinu pretvorijo etil 3-amino-2-
[[(2`cianobifenil-4-il)metil]amino]benzoat 10 (Slika 9) z etil ortokarbonatom do etil 1-[2`-
cianobifenil-4-il)metil]-2-etoksibenzimidazol-7-karboksilata 11 (Slika 9) v ocetni kislini pri 80 °C 
v eni uri. Izkoristek reakcije je 69 %. 
Pri drugem načinu pripravijo spojino 11 (Slika 9) z reakcijo etil 3-kloro-2-(((2'-ciano-[1,1'-bifenil]-
4-il)metil)amino)benzoata in natrijevega etilata v etanolu pri temperaturi refluksa v eni uri.58  
Naslednja stopnja sinteze je stopnja cikloadicije azida na nitrilno skupino in izolacija etil 2-
etoksi-1-[[2`-(1-H-tetrazol-5-il) bifenil-4-il]metil] benzimidazol-7-karboksilata 12 (poznana tudi 
kot znana nečistota N9 iz literature, Slika 6). Reakcija poteče v toluenu z trimetilkositrovim 
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azidom pri temperaturi refluksa toluena v 4 dneh. Po izolaciji in čiščenju produkta s kolonsko 
kromatografijo in prekristalizacijo, izolirajo produkt s 45 % izkoristkom. 
Hidrolizo estrske skupine spojine izvajajo v etanolu ob dodatku raztopine NaOH pri temperaturi 
refluksa eno uro. Po končani izolaciji in prekristalizaciji dobijo 2-etoksi-1-[[2`-(1-H-tetrazol-5-il) 
bifenil-4-il]metil] benzimidazol-7-karboksilno kislino 13 (poznana tudi kot znana nečistota N2 iz 
literature, Slika 5) s 67 % izkoristkom.  
Naslednja stopnja je zaščita tetrazolske skupine s tritil kloridom v diklorometanu ob prisotnosti 
trietilamina kot baze. Produkt reakcije po končani izolaciji očistijo s kolonsko kromatografijo in 
nato še s prekristalizacijo. Izkoristek priprave spojine 14 (Slika 9) iz spojine 13 je 66 %. 
Esterifikacija spojine 14 s cikloheksil 1-jodoetil karbonatom poteka v DMF kot topilu ob 
prisotnosti K2CO3 kot baze pri sobni temperaturi in je zadnja stopnja sinteze. Po končani 
esterifikaciji produkt 4 (Slika 9) izolirajo.  
Celokupni izkoristek sinteze je okrog 3 % in obsega veliko reakcijskih stopenj. Težava sinteznega 
postopka je tudi čiščenje produktov v večini stopenj. 
Teva, Izrael v patentni prijavi ščiti reakcijo esterifikacije s cikloheksil 1-jodoetil karbonatom. 
Reakcijo izvajajo v acetonitrilu in ob prisotnosti K2CO3 kot baze pri 40°C osem ur.59 Reakcijo 
lahko izvajajo tudi v toluenu z uporabo PTC (angl. Phase-transfer catalyst) katalizatorja. 
Izkoristek esterifikacije je okrog 95 %. Prednost tega postopka esterifikacije je uporaba topil z 
nižjim vreliščem in visok izkoristek reakcije. 
Sinteza v kitajskem patentu poteka v drugem reakcijskem zaporedju (Slika 10) od osnovnega 
postopka.60 Bistvena razlika je v tem, da cikloadicijo na CN skupino izvajajo v zadnji stopnji 
sinteze (16-4) in se s tem izognejo intermediatom z zaščitno tritilno skupino. Izkoristek sinteze 




Slika 10: Sinteza prek nitrilnih intermediatov. 
Porcs-Makkay je skupaj s sodelavci predstavila sintezno pot, pri kateri prav tako najprej poteče 
N-alkiliranje metil 2-(terc-butoksikarbonilamino)-3-nitrobenzoata z 5-(4'-(bromometil)bifenil-2-
il)-1-tritil-1H-tetrazolom. Sledi uvedba estrske skupine in nazadnje gradnja benzimidazolskega 
obroča. Izhodno spojino metil 2-(terc-butoksikarbonilamino)-3-nitrobenzoat v večini primerov 
navedenih sintez pripravimo iz 3-nitroftalne kisline.61 Ping Wang in sodelavci (Slika 11) so v reviji 
Tetrahedron predstavili novo in praktično sintezno pot za pripravo kandesartan cileksetila iz 
komercialno dostopnega 2-amino-3-nitrobenzoata. 62  Ključni stopnji sta reakcija metil-2-
bromo-3-dietoksi-metilenamino benzoata z (2'-(1-tritil-1H-tetrazol-5-il)bifenil-4-il)metan 
aminom 17 ter zadnja stopnja sinteze, tj. intermolekularno N-alkiliranje 2-




Slika 11: Sinteza, ki so jo objavili Ping Wang et al.62  
Yongjun Mao in sodelavci so predstavili novo in praktično sintezno pot, pri kateri prav tako 
najprej poteče N-alkiliranje metil-2-(terc-butoksikarbonilamino)-3-nitrobenzoata z 5-(4'-
(bromometil)bifenil-2-il)-1-tritil-1H-tetrazolom 20 (Slika 12). Sledi uvedba estrske skupine in 
nazadnje gradnja benzimidazolskega obroča. Izhodno spojino metil-2-(terc-






Slika 12: Sinteza, ki so jo objavili Yongjun Mao et al.63
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Večina sintez 1-cikloheksiloksikarboniletoksietil 2-etoksi-3-[[4-[2-(1-tritiltetrazol-5-
il)fenil]fenil]metil]benzimidazol-4-karboksilata (CAS: 170791-09-0) 4 (Slika 13) se med seboj 
razlikuje v sekvenci eksperimentov, tj. priprave bifeniltetrazolnega dela, benzimidazolskega 
obroča ter stranske estrske skupine.  
 
 
Slika 13: Ključni prekurzor za sintezo antagonista angiotenzinskih konvertaz 4. 
V doktorski disertaciji sem obravnavala dve modelni sintezi ključnega prekurzorja 4 za sintezo 
zaviralca angiotenzinskih konvertaz TCV-116 1 z različnim reakcijskem zaporedjem. Gre za 
intermediat, katerega kvaliteta pomembno vpliva na kakovost učinkovine in posledično 




Slika 14: Modelna sinteza 1. 
Pri prvi sintezi (Slika 14) se za N-alkiliranje etil 2-(terc-butoksikarbonilamino)-3-nitrobenzoata 8 
uporabi 4'-bromobifenil-2-karbonitril 23. Sledi redukcija nitro skupine na intermediatu 9 do 
spojine 10 s prosto aminsko skupino, prek katere sledi tvorba benzimidazolskega obroča s 
tetraetoksimetanom. Nastalemu intermediatu 11 uvedemo tetrazolno skupino z zaščitno 
tritilno skupino, da lahko zatem na intermediatu 24 poteče hidroliza. Zadnja stopnja sinteze je 




Slika 15: Modelna sinteza 2. 
Pri drugi sintezi (Slika 15) se za N-alkiliranje etil 2-(terc-butoksikarbonilamino)-3-nitrobenzoata 
8 uporabi 1-bromo-4-(bromometil)benzen 25. Nastali intermediat 26 reduciramo do 
intermediata 27. Sledi sinteza benzimidazolskega obroča, hidroliza in esterifikacija analogno kot 
pri modelni sintezi 1 prek intermediatov 28, 29 in 30. Posebnost sinteze je uvedba bifenilnega 
dela s »Suzuki coupling« reakcijo do intermediata 31. Zadnji korak je pretvorba nitrilnega dela 
v tetrazolno skupino s tritilno zaščitno skupino. 
Namen doktorskega dela je bil z uporabo masne spektrometrije identificirati vse sorodne 
organske nečistote, ki se pojavljajo pri obeh sinteznih poteh, saj so le-te še precej neznane v 
primerjavi z razgradnimi nečistotami. Znanje o prenosu nečistot in kompetitivnih reakcijah med 
sintezo je namreč ključno pri optimizaciji sinteznega postopka. 
1.) Z meritvami LC-HRMS ter LC-MS/MS bom določila strukture nečistotam v posameznih 
stopnjah obeh modelnih sintez. 
2.) Raziskala bom prenos nečistot skozi večstopenjski sintezi in faze čiščenja ter opredelila 
reakcije nastanka (razgradnja, vzporedne reakcije, prenos med stopnjami…). 
3.) Predlaganim strukturam nečistot načrtujem poiskati morebitni mehanizem oziroma 
vzrok za pojavljanje. 
4.) Primerjala bom sintezni strategiji med seboj. Na osnovi razlik v sintezah sklepam, da se 
bodo nečistote med seboj razlikovale. 
34 
 
5.) Na osnovi eksperimentalnih podatkov nameravam opredeliti kritične točke v 
posameznih sinteznih poteh in morda predlagati izboljšave. 
6.) Načrtujem, da bom pri svojem delu odkrila nove strukture nečistot in zanje razložila 
kako nastanejo. 









HPLC analize sem izvedla na tekočinskih kromatografih 1290 UHPLC Agilent Technologies 
in Vanquish UHPLC Thermo Scientific™, opremljenima z binarno gradientno črpalko, 
razplinjevalnikom, avtomatskim vzorčevalnikom, termostatirano pečico za kolono in 
detektorjem z nizom diod. Instrumente sem krmilila s programoma HyStar™ 3.2, Bruker 
Daltonics in XCalibur™ Software, Thermo Scientific™. Kromatografske ločbe so potekale na 
dveh kolonah: Zorbax XDB C18+ 50 mm × 4,6 mm i.d.; 1,8 µm velikost delcev (Agilent 
Technologies) in Accucore Vanquish C18 100 mm x 2,1 mm i.d.; 1,5 µm velikost delcev (Thermo 
Scientific™). Mobilno fazo sta sestavljala vodna raztopina 10 mM amonijevega acetata (pH=7,0) 
in acetonitril, ločba je potekala gradientno, (s 5 na 98 % delež organske faze v 20-ih minutah, s 
podaljšanim časom pri največjem deležu organske faze, okoli 5 min). Pretok je bil nastavljen na 
0,7 mL min-1 na Zorbax XDB C18 in na 0,1 mL min-1 na Vanquish C18 koloni pri sobni 
temperaturi. Volumen injiciranja je bil 2 µL in temperatura v vzorčevalniku je bila nastavljena 
na 10 °C. Detekcija je potekala v ultravijoličnem delu spektra svetlobe, pri 230 nm. Vzorci 
(koncentracije okoli 0,3 mg mL-1) so bili raztopljeni v tetrahidrofuranu in razredčeni z 
acetonitrilom do oznake volumna. 
Masni spektrometer je bil sklopljen s tekočinskim kromatografom. Pretok iz tekočinskega 
kromatografa je bil za 10-krat zmanjšan ob vstopu v masni spektrometer z uporabo »split« 
vmesnika. Uporabljena sta bila različna masna spektrometra: qTOF MaXis Impact™ masni 
spektrometer (Bruker Daltonics, ZDA) in Orbitrap LTQ Orbitrap XL™ ter Orbitrap ID-X™ (Thermo 
Scientific™, ZDA). Ionizacijo sem dosegla z elektrorazprševanjem na instrumentu Maxis (ESI) in 
z elektrorazprševanjem pri višjih temperaturah na LTQ Orbitrap masnem spektrometru (hESI). 
V primeru Maxis Impact masnega spektrometra sem uporabljala analizator na čas preleta ionov, 
ki omogoča detekcijo sub-ppm delcev v masnem območju. Masni spektrometer sem krmilila s 
programom otofControl 5.3.14.0, spektre in pridobljene podatke pa interpretirala s pomočjo 
programa Compass Data Analysis 4.1, Bruker Daltonics GmbH Software (Nemčija). Napetost v 
ionskem izviru na kapilari je bila nastavljena na 4,5 kV in temperatura na 250 °C, sušilni in 
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pomožni plin je bil dušik, pretok v izviru je bil nastavljen na 8 mL min-1. Ustvarjeni ioni so bili 
detektirani s kvadrupolom. Prenos ionov je potekal v 80-120 µs območju, čas izolacije ionov je 
bil od 8 pa do 12 µs. Funnel RF 1 in 2 sta bila nastavljena na vrednost 250 Vpp. Spektre sem 
snemala v masnem območju med m/z 100 in 2000. MS/MS spektri so bili posneti pri 
normalizirani trkovni energiji 25 eV za majhne ione in 40 eV za večje ione. 
LTQ Orbitrap XL™, hibridni Ion Trap-Orbitrap masni spektrometer je instrument, ki je 
kombinacija Thermo Scientific™ LTQ XL™ linearne ionske pasti in Orbitrap masnega 
spektrometra, Orbitrap ID-X™ pa je tribridni spektrometer, kombinacija kvadrupola, ionske 
pasti in Orbitrapa. HCD trkovna celica je bila krmiljena in spektri so bili interpretirani s 
programoma XCalibur™ Software in LTQ Tune 3.2.2, Thermo Scientific™. Temperatura v 
ionskem izviru je bila nastavljena na 320 °C, napetost na kapilari pa na 4,5 kV. Pretok sušilnega 
plina je bil 55 mL min-1 in pomožnega 7 mL min-1. Spektri so bili snemani v masnem območju 
m/z med 100 in 2000. Fragmentacija MS/MS nečistot je bila v splošnem dosežena z 




Za določitve GC-MS sem uporabljala plinski kromatograf 7890A GC System, Agilent 
Technologies, sklopljen z 5975C Inert XL EI/CI MSD masnim spektrometrom s Triple-Axis 
detektorjem. Kromatografske ločbe so potekale na AT-WAX, Agilent Technologies koloni, 
dimenzij 30 m × 0,32 mm; debelina filma 0,25 µm. Nosilni plin je bil helij, s pretokom 2 ml min-
1 in dušikom kot make-up plinom s pretokom 25 mL min-1. Temperatura injektorja je bila 140 
°C, detektorja pa 250 °C. Temperaturni program je bil nastavljen tako, da se je ločba pričela pri 
temperaturi 100 C in naraščala po 10 C min-1 do 160 C (ločba je trajala okoli 10 min). Približno 
10 % eluenta sem vodila v masni spectrometer prek »split« vmesnika. Ioni so nastali s pozitivno 
kemijsko ionizacijo. Dobljene spektre sem primerjala s spektri iz NIST knjižnice NIST MS Search 
2.0 (23.07.2008) in s spektri referenčnih spojin. 
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3.3 PRIPRAVA REFERENČNIH SPOJIN 
 
Sinteza bis(1-kloroetil) karbonata 33 
 
Katalitsko količino piridina (5,00 mmol; 0,40 mL) in acetaldehid (14,90 mmol; 0,83 mL) sem 
dodala raztopini 1-kloroetil kloroformata (9,20 mmol; 0,99 mL) v 1,2-dikloroetanu (10 mL). 
Mešanico sem nato segrela na 80 °C in pustila mešati 4 h. Po končani reakciji sem reakcijsko 
zmes ohladila na sobno temperature in dodala vodo (15 mL). Sledila je ekstrakcija produkta iz 
organske faze s spiranjem dvofaznega sistema z vodo in diklorometanom (10 mL). Združene 
organske faze sem posušila z brezvodnim MgSO4 in nato filtrirala. Oljnat produkt sem dobila z 
vakuumskim uparevanjem, strukturo pa določila z uporabo GC-MS. 
 
Sinteza 1-(((1-kloroetoksi)karbonil)oksi)etil 2-etoksi-1-((2'-(2-tritil-2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-
4-il)metil)-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilata S1N1 / S1N2 
 
V raztopino kalijevega karbonata v dimetilacetamidu (110 mg mL-1) sem natehtala 2-etoksi-1-
((2'-(2-tritil-2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilno kislino 
(0,30 mmol; 0,20 g) in bis(1-kloroetil) karbonat (0,30 mmol; 0,05 g). Reakcijsko zmes sem 
mešala 3 h pri 60 °C. Reakcijsko mešanico sem po končani reakciji ohladila in sprala z izopropil 
acetatom (10 mL) in vodo (10 mL). Združene organske faze sem sušila z brezvodnim MgSO4 in 
nato filtrirala. Po vakuumskem uparevanju sem oljnemu preostanku dodala dietil eter in pustila 
mešati čez noč. Surov oljnat produkt sem pustila macerirati v heksanu približno 1 h. Nastalo 
suspenzijo sem filtrirala. Čistost in strukturo produkta sem določila z LC-MS. Nastalo nečistoto 





3.4 PREPARATIVNA HPLC 
 
Nečistote sem izolirala na 1200 Agilent Technologies prepHPLC sistemu z binarno 
gradientno črpalko, UV detektorjem in vzorčevalnikom, sklopljenim z masnim detektorjem MSD 
G6130A single quad, Agilent Technologies. Instrument sem kontrolirala s programom 
ChemStation Software 4.03, Agilent Technologies. Ločbe so potekale na Luna C18 (2) 
preparativni koloni (Phenomenex, ZDA) 150 mm × 21,2 mm i.d., 5 µm velikost delcev pri 30 °C. 
Odstotek organske faze se je gradientno povečeval s 5 na 98 % v 20 min pri pretoku 44 mL min-
1. Pretok je bil pri prehodu v masni spektrometer znižan za 100-krat z uporabo »split« vmesnika. 
Vodno fazo je predstavljala raztopina 10 mM amonijevega acetata (pH=7,0), ker namreč tritilna 
skupina ni stabilna v kislih pogojih, organsko fazo pa acetonitril. Vzorec s približno koncentracijo 
okoli 100 mg mL-1 je bil pripravljen tako, da je bil raztopljen v majhnem volumnu 
tetrahidrofurana in raztopljen v acetonitrilu do oznake volumna. Volumen injiciranja je bil 100 
µL. Detekcija je bila v ultravijoličnem delu spektra, pri valovni dolžini 230 nm. Frakcije, ki so 
vsebovale tarčno spojino, so bile združene in produkt sem ekstrahirala z diklorometanom. 
Organske faze sem združila in posušila z brezvodnim MgSO4. Nastalo suspenzijo sem filtrirala in 
topilo odstranila z vakuumskim uparevanjem. Strukturo nečistote sem potrdila z NMR in LC-ESI-
MS. 
 
3.5 NMR SPEKTROSKOPIJA 
 
1D in 2D NMR eksperimenti so bili posneti s 400 MHz Varian NMR spektrometrom 
(Varian, ZDA) pri 25 °C s sondo Inverse Detection AutoX . Vsi spektri so bili posneti na vzorcih, 
raztopljenih v CDCl3. 1H spekter je bil posnet z s2pul pulzno sekvenco Varian pri frekvenci 399,98 
MHz, 13C pa pri 100,55 MHz. 1H in 13C kemijski premik je podan relativno glede na interni 




3.6 SEZNAM UPORABLJENIH KEMIKALIJ 
 
Za potrebe svojih raziskav sem uporabila naslednje kemikalije: 
1,2-dikloroetan, C2H4Cl2, Kemika (Hrvaška); 
1-kloroetil kloroformat, CH3CHClOCOCl, 98 %, Sigma-Aldrich (Nemčija); 
acetaldehid, CH3CHO, ACS reagent, ≥99,5 %, Sigma-Aldrich (Nemčija); 
acetonitril, CH3CN, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
amonijev acetat, NH4CH3COO, 99,9999 %, Sigma-Aldrich (Nemčija); 
devteriran kloroform, CDCl3, 99%, Sigma-Aldrich (Nemčija); 
dietil eter, C4H10O, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
diklorometan, CH2Cl2, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
heksan, C6H14, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
izopropil acetat, C5H10O2, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
kalijev karbonat, K2CO3, 99,995% trace metals basis, Sigma-Aldrich (Nemčija); 
1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-2-etoksi-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilna 
kislina, C24H20N6O3, 99%, Krka (Slovenija) 
magnezijev sulfat, MgSO4, ≥98,0 % Sigma-Aldrich (Nemčija); 
N,N-dimetilacetamid, (CH3)2NC2H5, ≥99,9 %, ultra gradient solvent, J. T. Baker (Nizozemska); 
piridin, C5H5N, ≥99,9 %, Sigma-Aldrich (Nemčija); 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
S tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti, sklopljeno z visokoločljivostno masno 
spektrometrijo, sem določala čistoto ključnega intermediata 4 za sintezo zaviralca 
angiotenzinskih konvertaz TCV-116, pripravljenega po obeh modelnih sintezah (Slika 14, Slika 
15).  
  
Slika 16: Reprezentativen kromatogram ključnega intermediata 4 za sintezo antagonista 
angiotenzinskih konvertaz. 
 
Pri tem sem poleg glavnega kromatografskega vrha določala tudi vse druge spojine, ki so bile 
prisotne (Slika 16). V nadaljevanju sem spojine razvrstila v tri kategorije: nečistote, ki so sorodne 
snovi ključnega intermediata 4 in so posledica razpada le-tega (označene so z »Rx«) ter se 
seveda pojavljajo v obeh sinteznih strategijah, nečistote, ki se pojavljajo tekom prve sintezne 
poti ter sorodne organske spojine (»S1Nx«) in nečistote, ki so prisotne v drugem sinteznem 
postopku (»S2Nx«). Znane nečistote TCV-116 iz poglavja »uvoda« (1.5.1 Znane nečistote) so 
označene z indeksi »Nx«. Posamezne nečistote so opisane v naslednjih podpoglavjih.  
 
4.1 RAZGRADNE NEČISTOTE INTERMEDIATA ZA SINTEZO ZAVIRALCA TCV-116 
 
Nečistota, ki ima najvišji vrh v kromatogramu pri retencijskem času 9,6 min, ima na masnem 

















C33H35O6N6+ z napako meritve 0,68 ppm. Na osnovi fragmentacije pripada 1-
(((cikloheksiloksi)karbonil)oksi)etil 1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-2-etoksi-1H-
benzo[d]imidazol-7-karboksilatu 1 (Slika 17). 
 
Slika 17: Masni spekter MS2 razgradne nečistote TCV-116 1. 
Pri 7,0 min se pojavi kromatografski vrh z razmerjem m/z = 583,23 (predlagana bruto formula 
za ion je C31H31O6N6+, napaka meritve znaša 0,04 ppm) in pripadajoči adukti [M+NH4]+ = 600, 
[M+Na]+ = 605 ter [M+K]+ = 621 (Slika 18). Sodeč po točno izmerjeni masi in fragmentaciji sem 
sklepala na iz literature znano razgradno hidrolizno nečistoto 1-
(((cikloheksiloksi)karbonil)oksi)etil 1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-2-hidroksi-
1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilat N1 (Slika 19).54 
 
Slika 18: Masni spekter nečistote N1 z [M+H]+ = 583,23. 
 
1 
Bruto formula: C33H35N6O6+ 














Bruto formula: C31H31O6N6+ 

















Slika 19: Predlagana struktura nečistote N1 s točno maso iona m/z = 583,23. 
Poleg hidroksi nečistote N1 intermediata 4 sem identificirala tudi N-tritilirano obliko te 
nečistote z m/z vrednostjo pri 825,34 R1 in predlagano bruto formulo iona C50H45N6O6+ (napaka 
meritve +0,12 ppm) v končnem intermediatu 4, ki je pomemben prekurzor za sintezo TCV-116 
1 (Slika 20).  
 
Slika 20: Spekter N-tritilne nečistote R1. 
V masnem spektru nečistote R1 se pojavi najintenzivnejši vrh z m/z = 243,12, ki pripada 
tritilnemu ionu. Vrh se pojavi tako v spektru celotnega masnega območja, kot tudi v 
fragmentacijskem spektru, saj gre za precej labilno zaščitno skupino. Nečistota R1 se pretvori v 
predhodno omenjeno hidroksi nečistoto N1 z m/z = 583,23 že v kislih pogojih (Slika 21). 
N1 
Bruto formula: C31H31N6O6+ 
Točna masa: 583,2300 
R1 
Bruto formula: C50H45N6O6+ 

















Slika 21: Hidroksi razpadni produkti R1 in N1 intermediata 4. 
Poleg naštetih nečistot se pojavita tudi vrhova pri 13,1 min in 13,2 min z m/z = 639,29 
(C35H39N6O6+, napaka meritve -2,98 ppm). Masna spektra sta precej podobna, opaziti je le 
manjše razlike v intenziteti signalov v fragmentacijskem spektru, kar pa je posledica razlike v 
deležu ene in druge nečistote v preiskovani raztopini. Vrhova pripadata N-etilni nečistoti N3 in 
N6 (tudi opisane že v uvodu, poglavje 1.6.1 Znane nečistote) in nastopata v paru, saj se etilna 
skupina lahko pojavi na mestu N1 in N2 (Slika 22, Slika 23), kar so z NMR potrdili že v predhodnih 
raziskavah 65 
Slika 22: Masna spektra N-etilnih nečistot N3 in N6. 
 
Bruto formula: C52H49N6O6+ 
Točna masa: 853,3708 
Bruto formula: C50H45N6O6+ 
Točna masa: 825,3395 
Bruto formula: C31H31N6O6+ 




Točna masa: 639,2926 
 
N6 
Bruto formula: C35H39N6O6+ 

















Slika 23: N-etilni nečistoti N3 in N6. 
Identificirala sem tudi sledove predhodnih intermediatov. Spojina z vrhom pri 11,1 min 
(Slika 24) z odzivom na masnem detektorju pri [M+H]+ = 683,28 predstavlja intermediat 14 
(modelna sinteza 1, Slika 14) pred esterifikacijo v prvi sintezi (predlagana bruto formula 
C43H35N6O3+, napaka meritve -0,04 ppm).  
 
Slika 24: Spekter intermediata 14 (glej sintezno shemo, Slika 14). 
Pri retencijskem času 8,8 min pa je na kromatogramu viden vrh, ki ima točno maso iona 
[M+H]+ = 426,18 (Slika 25) in kaže na preostanek nezreagiranega intermediata 11 v prvi shemi 
(modelna sinteza 1, Slika 14).  
Bruto formula: 
C35H39N6O6+ 
Točna masa: 639,2926 
Bruto formula: 
C35H39N6O6+ 
Točna masa: 639,2926 
14 
Bruto formula: C43H35N6O3+ 


















Slika 25: Masni spekter ciano intermediata 11. 
4.2  NEČISTOTE IZ PRVE SINTEZNE SHEME 
 
4.2.1 Kloro nečistota (S1N1) 
 
Pri raziskovanju sinteznih nečistot v prvi modelni sintezi sem opazila različne zanimive 
primere. Na kromatogramu (Slika 26) raztopine visoke koncentracije tritil karboksilata 4 (Slika 
13) zaznam dva manjša neznana vrhova pri 11,7 in 11,9 min.  
 
Slika 26: Kromatogram raztopine tritil karboksilata 4. 
 
       11 
Bruto formula: C26H24N3O3+ 





















[Pritegnite pozornost bralca z odličnim citatom iz dokumenta ali pa 
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Na osnovi masnih spektrov sem določila enako vrednost za molekulski ion m/z = 833,28 
za oba vrhova. Poleg signalov za molekulski ion so bili prisotni tudi adukti [M+Na]+ z m/z = 855 
in [M+K]+ z m/z = 871 (Slika 27), ki so potrdili moje predvidevanje.  
 
Slika 27: Izotopsko razmerje molekulskega vrha z m/z = 833,28 in pripadajočih aduktov. 
MS2 spektra obeh vrhov sta enaka, iz izotopskega razmerja pa sem razbrala, da gre za 
prisotnost klorovega atoma. Glede na točnost izmerjene mase in fragmentacijski spekter, 
posnet s qTOF visokoločljivostnim analizatorjem, sem ugotovila, da gre najverjetneje za spojino 
z bruto formulo iona C48H42ClN6O6+. Strukturno bi temu lahko ustrezal kloroalkil karbonatni 
ester S1N1 (Slika 28).66 
 
Slika 28: Sintezna nečistota S1N1. 
Spojina vsebuje kiralni center, s čimer lahko pojasnim pojav diastereoizomernega para in 
prisotnost dveh vrhov v LC-MS kromatogramu. Iz predlagane strukture lahko glede na sintezno 
S1N1 
Bruto formula: C48H43ClN6O6+ 





Bruto formula: C48H42ClN6O6+ 
Točna masa: 833,2849 
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pot (modelna sinteza 1, Slika 14) sklepam, da se nečistota pojavi v zadnji stopnji sinteze 
prekurzorja za sintezo TCV-116 4, saj morebitnih prekurzorjev v predhodnih stopnjah nisem 
zaznala. Zaščita proste karboksilne skupine poteče v zadnji stopnji sinteze, zato sem sklepala, 
da v zadnji stopnji sinteze nastane nečistota. S tarčnim iskanjem mas prekurzorjev v 
predhodnem intermediatu sem potrdila svojo hipotezo, da nečistota nastane v reakciji 
esterifikacije (Slika 29).  
 
Slika 29: Hipotetičen nastanek diastereoizomernega para kloro nečistote S1N1. 
Glede na strukturo nečistote sem predvidevala, da se v reakciji pojavi sinton v obliki bis(1-
kloroetil) karbonata 33 (Slika 31), ki prednostno reagira s kislinskim intermediatom 14 v 
primerjavi z 1-kloroetil cikloheksil karbonatom 32 (Slika 31). Z enostavno GC-MS analizo 
komercialno dobavljivega vzorca 1-kloroetil cikloheksil karbonata 32 sem identificirala vrh, ki bi 
lahko ustrezal bis(1-kloroetil) karbonatu 33. Med vsebnostjo bis(1-kloroetil) karbonata 33 in 
končno nečistoto kloroalkil karbonatnim estrom S1N1 sem opazila tudi enostavno korelacijo 




Slednja ugotovitev kaže tudi na to, da se vsebnost nečistote ne povišuje pri reakciji, 
temveč se v celoti tvori zaradi prisotnosti nečistote v reagentu in se kvantitativno prenese v 
izolirani ključni intermediat tritil karboksilata 4. Iz zgornjih ugotovitev sklepam, da se nečistota 
33 pojavi zaradi delne dimerizacije 1-kloroetil kloroformata 32 (Slika 31). Za potrditev nastanka 
diastereoizomernega para nečistot S1N1 sem ciljno po postopku iz literature pripravila najprej 
reagent 33, ki ni komercialno dostopen in predstavlja izhodno spojino v reakciji esterifikacije 
intermediata 14, nato pa še končno kloro nečistoto S1N1.  
 
Slika 30: GC-MS spekter bis(1-kloroetil) karbonata 33. 
 
33 
Bruto formula: C5H8Cl2O3 












Slika 32: Preparativni HPLC kromatogram raztopine pri 230 nm. 
Pri tarčni sintezi kloro nečistote S1N1 je nastalo približno 30 % produkta (Slika 32). Nastanek 
nečistote sem potrdila z LC-MS. Stranske produkte sem odstranila s preparativno 
kromatografijo. Glede na masno-spektrometrične podatke in meritve z jedrsko magnetno 
resonanco sem potrdila strukturi obeh vrhov v izoliranem materialu (Slika 33, Slika 34, Slika 35, 
Slika 36, Tabela 2). 
 







Slika 34: 1H NMR mešanice S1N1. 
 
Slika 35: Povečano območje med 0–5 ppm 1H NMR spektra diastereoizomerne mešanice 
S1N1. 
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Tabela 2: 1H in 13C NMR kemijski premiki izolirane diastereoizomerne mešanice kloro nečistote 
S1N1. 
Oznaka atoma 1H, H (ppm),(multipliciteta, [Ј]) 13C, C (ppm) 
2 / 158,75; 158,77 
4 / 141,90; 141,94 
5 7,77 (dt, [J=8,0; 1,1 Hz]) 122,76; 122,81 
6 7,17 (t, [J=7.9 Hz]) 120,83; 120,87 
7 7,56 (dd, [J=7,8; 1,1 Hz]) 124,03; 124,06 
8 / 114,31; 114,35 
9 / 131,96; 132,00 
10 / 163,70; 163,75 
11 6,85; 6,86 (q, [J=5.5 Hz]) 92,39 
12 / 150,91; 150,96 
13 6,38; 6,40 (q, [J=5.9 Hz]) 84,60; 84,69 
14 1,75; 1,80 (d, [J=5.9 Hz]) 25,04; 25,10 
15 4,55-4,69 (m) 66,81 
16 1,38-1,47 (m) 14,61 
17 1,38-1,47 (m) 19,31; 19,36 
18 5,52-5,59 (m) 46,98; 47,01 
19 / 139,99; 140,04 
20 6,95-7,03 (m) 129,42 
21 6,71-6,78 (d, [J=7.4 Hz]) 126,14 
22 / 135,64; 135,65 
23 6,71-6,78 (d, [J=7.4 Hz]) 126,14 
24 6,95-7,03 (m) 129,42 
25 / 141,67; 141,76 
26 / 126,31 
27 7,86 (dd, [J=7,4; 1,5 Hz]) 130,31; 130,35 
28 7,38-7,49 (m) 127,43; 127,47 
29 7,38-7,49 (m) 129,86; 129,90 
30 7,27-7,36 (m) 130,59; 130,61 
31 / 164,02 
36 / 82,86 
37 / 141,22 
38 6,90-6,95 (m) 130,21 
39 7,20-7,26 (m) 127,61 
40 7,27-7,36 (m) 128,20 
 
V NMR spektru mešanice zaznam dva seta signalov, kar nakazuje na diastereoizomerno 
mešanico. V splošnem se spekter od tritil karboksilata 4 razlikuje predvsem v signalu za metilno 
skupino poleg klorovega atoma in odsotnostjo cikloheksila. Signali pri 1,75 ppm in 1,80 ppm 
(dubleta) pripadata metilnim skupinam in sta sklopljena s kvartetom pri 6,38 in 6,40 ppm. 
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Signala v ogljikovem spektru pri 84,60 ppm in 84,69 ppm sta nekoliko zamaknjena zaradi bližine 
heteroatomov (kisik in klor). Kvarterni C atom pri 164,02 ppm premiku (oznaka na sliki, Slika 37) 
nakazuje korelacijo z aromatskim protonom na bifenilu pri premiku 7,86 ppm, zaradi česar 
sklepam na položaj tritilne skupine na mestu N2. 
 
Slika 37: HMBC NMR izolirane mešanice diastereoizomerov kloro nečistote S1N1 v CDCl3 pri 
25 °C.  
  
 




















V MS spektru nečistote S1N1 poleg molekulskega iona in pripadajočih aduktov zaznam še 
velik vrh pri m/z = 243 (Slika 38, Tabela 3).  
 
 
Slika 38: Masni spekter nečistote S1N1. 
Na osnovi točnih meritev mas lahko sklepam, da gre za tritilno skupino, ki je več kot očitno 
precej labilna in se odcepi že med samim procesom ionizacije. S spreminjanjem nastavitev v 
ionskem izviru se je izkazalo, da nekateri parametri, npr. temperatura, močno vplivajo na 
razgradnjo spojine med ionizacijo. V primeru hESI+ ionizacije (temperature v izviru okoli 300 °C 
za pretoke okoli 1 ml min-1) se pojavi fragment z [M+H]+ = 805 (HRMS meritve kažejo na odcep 
dušika iz tetrazolne skupine), ki je po intenziteti večji od molekulskega iona [M+H]+ = 833,28 in 
njegovih aduktov, npr. [M+Na]+. Nasprotno, v primeru običajne ESI+ ionizacije, se fragment z 
m/z 805 sicer pojavi, vendar z manjšo intenziteto od molekulskega iona in njegovih aduktov, 
kar nakazuje na velik vpliv temperature v ionskem izviru na razgradnjo analita (Slika 39). S 
spreminjanjem ostalih parametrov, npr. napetost na kapilari, pretok dušika, itd. sem ugotovila, 






Tabela 3: Signali v masnem spektru nečistote S1N1. 
Izmerjena m/z Predlagana bruto 
formula iona [M+H]+ 
Teoretična m/z Napaka 
(ppm) 
RDB (rings and 
double bonds)a 
833,2819 C48H42O6N6Cl+ 833,2849 -3,5 30,5 
805,2746 C48H42O6N4Cl+ 805,2787 -5,2 29,5 
711,3038 C45H39N6O3+ 711,3078 -5,7 29,5 
591,1714 C29H28O6N6Cl+ 591,1753 -6,7 18,5 
243,1158 C19H15+ 243,1168 -4,1 12,5 
aRDB=C-H/2+N/2+1 
 
Zaradi visoke intenzitete vrha za tritilni ion so posledično drugi vrhovi zelo majhni in 
interpretacija spektrov otežena. Z MS3 eksperimentom, oziroma izolacijo fragmenta m/z = 591 
(ion brez tritilne zaščite) in njegovo fragmentacijo sem dobila naslednje odzive (Tabela 4, Slika 




Slika 39: Predlagani mehanizem fragmentacije S1N1 v ionskem izviru.
Točna masa: 805,2787 Točna masa: 833,2849 Točna masa: 711,3078 
Točna masa: 243,1168 




Slika 40: MS3 masni spekter m/z = 833 S1N1 (MS2 masni spekter m/z 591). 
 
Tabela 4: HRMS MS3 (MS2 fragmenta M+H+ = 591). 
Izmerjena m/z Predlagana bruto 
formula iona [M+H]+ 
Teoretična 
m/z 
Napaka (ppm) RDB (rings and 
double bonds)a 
441,1662 C24H21N6O3+ 441,1670 +1,7 17,5 
423,1545 C24H19N6O2+ 423,1564 -4,4 18,5 
395,1485 C24H19N4O2+ 395,1503 -3,9 17,5 
380,1378 C24H18N3O2+ 380,1394 -4,0 17,5 
367,1175 C22H15N4O2+ 367,1190 +4,0 17,5 
352,1064 C22H14N3O2+ 352,1081 +4,8 17,5 
349,1073 C22H13N4O+ 349,1084 -3,0 18,5 
338,1036 C20H15N5O+ 338,1036 -0,1 17,5 
263,1278 C16H15N4+ 263,1278 -0,1 6,5 
235,1224 C14H11N2+ 235,1230 -2,4 10,5 
207,0915 C14H11N2+ 207,0917 -0,9 10,5 
aRDB=C-H/2+N/2+1 
 
Na osnovi izmerjenih ionov sem predlagala naslednji mehanizem fragmentacije (Slika 42), ki je 
analogen razpadu intermediata 4. Teoretični izračuni Gibbsove proste energije Penga in 






se tvori N-substituiran-3-substituiran fenantridin-6-aminski ion, ki ima izrazite konjugativne 
lastnosti, ter iz katerega najverjetneje kasneje nastanejo šestčlenski sistemi po nevtralni izgubi 
N2 ali CO2.67 Izračuni so nastali z uporabo teorije gostote funkcionalov. Na osnovi teh študij so 
možni tudi petčlenski obročni fragmenti (Slika 41).  
 
Slika 41: Primer petčlenskega fragmenta po izgubi N2. 






































4.2.2 Etilni ester (S1N2) 
 
V kromatogramu ključnega intermediata 4 za sintezo TCV-116 1 je bila zaznana tudi nečistota z 
[M+H]+ = 711,31 s pripadajočimi adukti [M+Na]+ = 733 in [M+K]+ = 749 pri retencijskem času 
15,04 min (Slika 43). S pomočjo programske opreme sem na podlagi točno izmerjene mase in 
izotopskega razmerja ocenila, da gre najverjetneje za ion z bruto formulo C45H39N6O3+ (napaka 
+2,19 ppm ). 
 
Slika 43: Masni spekter nečistote S1N2. 
Sodeč po masnem in fragmentacijskem spektru in na osnovi najbolj verjetne bruto formule sem 
ugotovila, da gre za nečistoto S1N2. Predvidena struktura daje informacijo o tem, da je 
tritiliranje poteklo brez hidrolize estra (Slika 45). Hipotezo sem potrdila na osnovi detektiranih 
sledov ciano intermediata 11 z m/z = 426,18 pri 8,8 min, kot tudi prekurzorskega iona 12 (Slika 





















Slika 44: Masni spekter iona z [M+H]+ = 426,18. 
  
Slika 45: Nastanek nečistote S1N2 z m/z = 711,31.
 
11 
Bruto formula: C26H24N3O3+ 






























Slika 46: Ekstrahiran kromatogram za [M+H]+ = 469,20 ion 12. 
S preprostim eksperimentom, kjer pri sintezi izpustim hidrolizo estra ter izvedem kar tritiliranje 
intermediata 12, se ion z m/z = 711,31 poveča na kromatogramu. Predlagano strukturo 
nečistote S1N2 (24) sem na način, da sem izpustila reakcijo hidrolize, potrdila.  
4.2.3 Amid (S1N3) 
 
Pri nadaljnjem delu je bil pri retencijskem času 12,0 min detektiran ion z m/z = 710,33 ki se 
koeluira s parom dveh nečistot z enakim odzivom na masnem detektorju pri retencijskih časih 
12,1 in 13,2 min, [M+H]+= 753,32 S1N4.  
V masnem spektru in prav tako v fragmentacijskem spektru opazim najintenzivnejši vrh za 
tritilno skupino (Slika 47). Izmerjena masa se ujema z bruto formulo C45H40N7O2+ (+2,83 ppm 
napake). Atom dušika namesto atoma kisika lahko na osnovi podatkov, pridobljenih s 
fragmentacijo (Tabela 5), pripišem le na karboksilni del molekule, kjer bi potemtakem verjetno 
šlo za amid S1N3. Glede na dano bruto formulo bi bil lahko prisoten etilamid ali dimetilamid 
(Slika 48). Strukturo bi lahko nedvoumno potrdila z H/D eksperimentom. Ciljno tarčno iskanje 
mase, v predhodnih intermediatih je pokazalo, da se takšen prekurzor ne nahaja v prejšnjih 
stopnjah sinteze. Iz teh eksperimentalnih podatkov sem sklepala, da nečistota S1N3 torej 
RT: 0.00 - 26.04
































m/z= 468.69-469.69 F: 





















nastane v zadnji reakcijski stopnji. Pri esterifikaciji je N,N-dimetilacetamid (DMA) uporabljen kot 
topilo ki je nasploh edini vir dušika v tej stopnji (vii, modelna sinteza 1, Slika 14).  
 
Slika 47: Masni spekter nečistote S1N3 z m/z = 710,33. 
 
Slika 48: Predpostavljeni strukturi S1N3. 
Tabela 5: Ključna MS2 fragmenta za ion z razmerjem m/z = 710,33. 
Izmerjena m/z Predlagana bruto 
formula iona [M+H]+ 
Teoretična 
m/z 
Napaka (ppm) RDB (rings and 
double bonds)a 
468,2142 C26H26N7O2+ 468,2142 -0,17 17,5 




Bruto formula: C45H40N7O2+ 

















4.2.4 Dicileksetilni nečistoti (S1N4 in S1N5) 
 
Pri retencijskih časih 12,1 in 13,2 min se na kromatogramu prekurzorja 4 za sintezo zaviralca 
angiotenzinskih konvertaz 1 nahajata vrhova z enakim razmerjem med maso in nabojem, m/z 
= 753,32 (Slika 49) S1N4. Pri identifikaciji točne mase so mi bili v pomoč dobro vidni adukti z 
[M+NH4]+= 770, [M+Na]+= 775, [M+K]+= 791.  
 
Slika 49: Masna spektra nečistot z m/z = 753,32 S1N4. 
Na osnovi točnih mas je bila najustreznejša bruto formula za ion C40H45N6O9+ (+0,35 ppm 
napake). Glede na odsotnost tritilnega iona v masnem spektru in veliko število kisikovih atomov 
sem sklepala na podvojeni cileksetilni del S1N4 (Slika 49). Dva vrhova na kromatogramu z 
enakima fragmentacijama potrjujeta prisotnost diastereoizomernega para. Sklepala sem na 



























Slika 50: Predviden nastanek diastereoizomernih parov nečistot S1N4 in S1N5. 
 
Nastanek nečistot sem pojasnila na način, da je cileksetiranje 1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-
bifenil]-4-il)metil)-2-etoksi-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilne kisline poteklo na prosto 
karboksilno skupino in hkrati tudi na prosti tetrazolni proton. Nečistota S1N5 se je zatem 
razgradila, saj sem detektirala precej manj diastereoizomernega para v hidroksi obliki S1N4 kot 
končne nečistote z m/z = 781,36 S1N5 (Slika 51). Da sta nečistoti med seboj strukturno povezani 




Tabela 6: MS2 podatki za ion z razmerjem m/z = 753,32 in m/z = 781,35. 
Izmerjena m/z Predlagana bruto 
formula iona [M+H]+ 
Teoretična 
m/z 
Napaka (ppm) RDB (rings and 
double bonds)a 
753,3246 C40H45N6O9+ 753,2343 +0,4 21,5 
393,1310 C19H17N6O4+ 393,1306 +1,0 14,5 
367,1150 C17H15N6O4+ 367,1149 +0,1 13,5 
349,1046 C17H13N6O3+ 349,1044 +0,7 14,5 
781,3559 C42H49N6O9+ 781,3556 +0,4 21,5 
393,1310 C19H17N6O4+ 393,1306 +1,0 14,5 
421,1622 C21H21N6O4+ 421,1619 +0,7 14,5 




Slika 51: Pretvorba nečistote S1N5 v S1N4. 
 
S1N5 
Bruto formula: C42H49N6O9+ 
Točna masa: 781,3556 
S1N4 
Bruto formula: C40H45N6O9+ 






Slika 52: Značilni fragmenti para dicileksetilnih nečistot. 
 
Slika 53: Masni spekter iona z m/z= 781,36. 
Na osnovi strukture nečistote predvidevam, da se nečistota S1N5 tvori pri reakciji estrenja tritil 
1-((2'-(2H-tetrazol-5-il)-[1,1'-bifenil]-4-il)metil)-2-etoksi-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilne 
kisline 14 s cileksetil kloridom 32. Pri reakciji mora biti prisoten intermediat, ki ima prosto 
tetrazolno skupino ter s tem kislo mesto, na katerega se veže reagent, ki je v reakcijsko 
mešanico dodan v prebitku. Svojo hipotezo sem potrdila tako, da sem kislino brez tritilne zaščite 
13 (N2) uporabila za izhodno spojino v reakciji estrenja s cileksetil kloridom 32. V kromatogramu 
sem opazila povečanje vrha za ion m/z = 781,36 S1N5. Poleg nastalega diastereoizomernega 
























































4.2.5 Nitrilna nečistota (S1N6) 
 
Pri retencijskem času 12,5 min je prisotna nečistota z odzivom na masnem detektorju pri 
vrednosti m/z = 568,24 S1N6 (najustreznejši zadetek glede na izotopsko razmerje je 
C33H34O6N3+, napaka meritve +0,5 ppm). Masni spektri kažejo na odsotnost bifeniltetrazolnega 
dela, saj v spektrih ni signifikantnih fragmentov za bifeniltetrazol, npr. m/z = 235 (Slika 54, Slika 
55). Na osnovi fragmentov sem predlagala strukturo nečistote S1N6. 
 
Slika 54: Fragmentacijski masni spekter MS2 spekter nečistote m/z = 568,24 S1N6. 
 

















Bruto formula: C33H34N3O6+ 

















Slika 56: Fragmentacija nečistote S1N6. 
Iz eksperimentalnih podatkov sem sklepala na nitrilno skupino na bifenilnem delu (Slika 56). 
Vzrok za nastanek nečistote S1N6 je najverjetneje to, da nitrilna funkcionalna skupina ob 




Slika 57: Nastanek nitrilne nečistote S1N6 (tudi intermediat 16). 
Nečistota S1N6 najverjetneje izvira iz sinteze (nepopolna uvedba zaščite, tetrazoltritiliranja) in 
jo je zato treba odpraviti na način, da se izboljšajo reakcijski parametri v reakciji. Pri povečanju 
količine dodanega katalizatorja (Bu3SnCl) sem opazila rahlo povečanje izkoristka reakcije, kar 
ima lahko za posledico manjši delež nezreagirane spojine 11 v sintezi, ki je odgovorna za 
nastanek nečistote S1N6. 
4.2.6 Metoksi nečistota (S1N7) 
 
Nečistota pri tR = 17,3 min se mi je zdela zanimiva, saj se tekom večstopenjske sinteze ohrani. 
Glede na predvideno strukturo mora izvirati iz nečistote v vhodni spojini za sintezo. Po 
strukturni analogiji pa lahko sklepam, da bo nečistoto na stopnji intermediata za sintezo 
zaviralca angiotenzinskih konvertaz 4 težko odstraniti (Slika 58). Nečistota ima točno maso iona 
m/z = 839,35 S1N7 in ima najverjetneje bruto formulo C51H47N6O6+, napaka meritve na 
visokoločljivostnem analizatorju Orbitrap pa je bila +0,6 ppm. 
 















Bruto formula: C51H47N6O6+ 
Točna masa: 839,3552 
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Fragmentacija in predlagana bruto formula kažeta, da gre za metoksi nečistoto S1N7. Vsebnost 
metoksi nečistote S1N7 bi kontrolirala s kvaliteto vhodne spojine tetrametilortokarbonata 
(modelna sinteza 1, Slika 14). 
4.2.7 Nečistote, ki izvirajo iz 1-kloroetil cikloheksil karbonata (S1N8, S1N9, S1N10) 
 
V ključnem intermediatu 4 za sintezo TCV-116 1 se pojavijo tudi nečistote, pri katerih ne pride 
do spremembe na fragmentu benzimidazolskega dela ali bifeniltetrazolnem obroču, temveč se 
z LC-MS opazi sprememba na stranski estrski verigi. Za vrh z m/z = 827,36 S1N8 (+0,3 ppm 
napake za bruto formulo C50H47N6O6+, Slika 60) sem na osnovi masnih spektrov in fragmentacije 
pripisala strukturo, ki se od intermediata razlikuje po tem, da ima »izobutilno« verigo namesto 
cikloheksila S1N8. Nečistota lahko nastopa v različnih položajnih oblikah, vendar je z masno 
spektrometrijo ni mogoče razlikovati (Slika 59, Slika 60).  
 




Slika 60: Masni spekter »izobutilne« nečistote S1N8 z m/z = 827,36. 
V vseh vzorcih, kjer sem zaznala kloro nečistoto S1N1, sem opazila tudi vrh s točno maso iona 
m/z = 995,35 S1N9 (pri retencijskem času 8,2 min). Pri pregledovanju spektrov sem ugotovila, 
da gre najverjetneje za »dimerno« strukturo S1N9 (Slika 61).  
 
Slika 61: Dimerna nečistota S1N9 z m/z = 995,36. 
Nečistote, ki bi imela vezane še eno ali dve tritilni skupini, nisem zaznala na kromatogramu 
(hipotetični masi m/z = 1237 ali m/z = 1479). Možna razlaga pri tem je, da gre za sterično 














Bruto formula: C50H47N6O6+ 















S1N9 Bruto formula: C53H47N12O9+ 

















Slika 62: Predviden nastanek dimerne nečistote S1N9. 
Na kromatogramu tritil karboksilata 4 se eluira pri času 16,2 min tudi nečistota S1N10 z 
razmerjem med maso in nabojem 859,30 (C49H43N6O9+, Slika 63). Nečistoti S1N10 sem glede na 
podatke iz posnetih spektrov pripisala spodnjo strukturo (Slika 63). Nečistota ima prisotno 
tritilno skupino, poleg tega pa iz masnih spektrov razberem, da ima veliko število kisikovih 
atomov. Iz slednjega podatka lahko predlagam strukturo s cileksetilno verigo, kjer pa je število 
kisikovih atomov še večje, kar kaže na nekoliko spremenjeno verigo. 
 
Slika 63: Struktura in masni spekter nečistote S1N10. 
Za omenjeno nečistoto prav tako sklepam, da nastane v stopnji esterifikacije. V nadaljevanju 















Bruto formula: C49H43N6O9+ 




kloroetil cikloheksil karbonata 32, ki bi potencialno tvorile S1N8, S1N9 in S1N10 nečistote (Slika 
64). Potrdila sem prisotnost izobutilne nečistote, vendar je bila le-ta v zelo majhnih količinah 
oziroma sledovih. Za dimerno nečistoto S1N9 sem sklepala, da je najverjetneje posledica 
prisotnosti bis(1-kloroetil) karbonata 33, analogno kot pri kloro nečistoti S1N1. Za nečistoto 
S1N10 z GC-MS nisem detektirala potencialnega »sintona« 1-kloroetil (1-hidroksietil) 
dikarbonata. Ugotavljam, da je nastanek teh nečistot posledica reakcije nečistot v reagentu 1-
kloroetil cikloheksil karbonatu 32, ki nato še reagirajo s prosto karboksilno skupino na 
intermediatu 14. 
 
Slika 64: Potencialne spojine v 1-kloroetil cikloheksil karbonatu. 
 
4.2.8 Ditritilna nečistota (S1N11) 
 
Pri retencijskem času 19,5 min se pojavi nečistota s točno maso m/z = 925,39 S1N11, ki ji najbolj 
ustreza bruto formula C62H49N6O3+, pri čemer je napaka meritve +0,2 ppm. Zaradi velikega 
števila ogljikovih atomov in vrh v masnem spektru za tritilno skupino sem ugibala, ali se nemara 
ponovi fragment na kakšnem drugem delu molekule. Ugotovila sem, da se tritilna skupina veže 
na prosto karboksilno kislino (Slika 65, Slika 66).  
 
Slika 65: Hipotetičen nastanek ditritilne nečistote S1N11. 
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V masnem spektru MS2 zaznam fragment z m/z = 261,13 (C19H17O+), zaradi česar sklepam na 
prisotnost tritilnega iona na karboksilnem delu. Nečistota S1N11 se v naslednji stopnji, ki je 
esterifikacija, ne more pretvoriti v končni intermediat 4, zaradi česar je kvaliteta intermediata 
tritil karboksilata 4 slabša. Pokazalo se je, da se vsebnost nečistote močno poveča, v kolikor je 
Ph3CCl reagent v prebitku. 
 



























4.3  NEČISTOTE IZ DRUGE SINTEZNE SHEME 
 
4.3.1 Kislinski nečistoti (S2N1 in S2N2) 
 
Pri analizi intermediata 4, pripravljenega po drugem postopku (modelna sinteza 2, Slika 15) pri 
4,6 min sem zaznala ion s točno maso m/z = 398,15 ([M+H]+) (Slika 67). Pri analizi 
eksperimentalnih podatkov, pridobljenih z LC-MS, sem ugotovila, da gre za bifenilnitrilni 
fragment in da ni prisotne cileksetilne verige, temveč je na benzimidazolski obroč vezana prosta 
karboksilna skupina. 
 
Slika 67: Masni spekter hidrolizne nečistote S2N1. 
Poleg omenjene nečistote detektiram tudi nečistoto z bifeniltetrazolnim fragmentom, 
zaščitenim s tritilno skupino z m/z = 683,27 S2N2. Sklepala sem, da gre za nepopolno estrenje, 
zato sem izvedla sintezo brez reakcije esterifikacije. Pri tem se je tvoril intermediat s strukturo 
S2N1, ki se je nato pri tvorbi tritiltetrazolne zaščite pretvoril v nečistoto S2N2 (Slika 68, Slika 69), 
















Bruto formula: C24H20N3O3+ 





Slika 68: Pretvorba kislinskih nečistot S2N1 v S2N2. 
 
















Bruto formula: C43H35N6O3+ 




4.3.2 Hidroksi nečistota (S2N3) 
 
Tudi v drugi modelni sintezi sem potrdila, da je največji vrh na kromatogramu poleg glavnega v 
tritil karboksilatu 4, hidroksi razgradna nečistota z m/z = 583,23 N1 (Slika 70).  
 
Slika 70: Nečistota S2N3 z m/z = 568,23. 
Na kromatogramu ključnega prekurzorja za sintezo zaviralca angiotenzinskih konvertaz 4 TCV-
116 1 je precej intenziven tudi vrh, ki pripada ionu predhodnega nitrilnega prekurzorja z m/z = 
540,21 S2N3. Molekulski vrh sem potrdila s prisotnostjo ([M+NH4]+ = 557, [M+Na]+ = 562, ter 
[M+K]+ = 578). Točna masa iona S2N3 se najboljše sklada z bruto formulo C31H30O6N3+ (Slika 71, 
Slika 72, -0,16 ppm napake). 
 















Bruto formula: C31H31N6O6+ 





























Bruto formula: C31H30N3O6+ 




Slika 72: Pretvorba hidroksi nečistote S2N3. 
4.3.3 Dimerna nečistota (S2N4) 
 
Pri retencijskem času 19,3 min je bila detektirana dimerna nečistota S2N4 z maso iona m/z = 
931,41. Na osnovi fragmentacije nečistota pripada »dimeru« intermediata 30 v sintezni poti. 
Na osnovi meritev visokoločljivostnega masnega analizatorja Orbitrap (Tabela 7) sem sklepala 
na strukturo nečistote S2N4 na spodnji sliki (Slika 73, Slika 74). 
 
Tabela 7: HRMS meritve za ion z m/z = 931,41 S2N4. 
Izmerjena m/z Predlagana bruto 
formula iona [M+H]+ 
Teoretična 
m/z 
Napaka (ppm) RDB (rings and 
double bonds)a 
931,4128 C52H59N4O12+ 931,4124 +0,36 25,5 
573,2072 C34H29N4O5+ 573,2132 -10,4 22,5 
511,2173 C31H31N2O5+ 511,2227 -10,7 17,5 
385,1506 C24H21N2O3+ 385,1547 -10,9 15,5 
367,1402 C24H19N2O2+ 367,1441 -8,4 16,5 
341,1248 C22H17N2O2+ 341,1285 -9,7 15,5 






Slika 73: Masni spekter dimerne nečistote S2N4. 
 
Slika 74: Nekateri glavni fragmenti dimerne nečistote S2N4. 
 
Strukturo nečistote sem pojasnila na način, da le-ta nastane pri Suzuki »coupling« reakciji 
intermediata 30 v modelni sintezi 2 (Slika 15). S tarčnim masnim iskanjem mas prekurzorjev z 
LC-MS sem potrdila, da se nečistota tekom uvedbe tetrazolne skupine in tritilacije ne pretvarja. 














S2N4 Bruto formula: 
C52H59N4O12+ 
Točna masa: 931,4124 
 
m/z: C52H59N4O12+ 

















količina nečistote S2N4, kot je prisotna tudi v intermediatu 30 in je zato s tega stališča kritična, 
saj se ne čisti tekom reakcijskih stopenj in faz čiščenja.  
4.3.4 Debromo nečistota (S2N5) 
 
Pri analizi ključnega intermediata 4 za sintezo TCV-116 1 sem zaznala debromo nečistoto S2N5 
s točno maso iona m/z = 467,22 in predlagano bruto formulo C26H31N2O6+ (+0,16 ppm napaka 
meritve). Vrh se pojavi pri 12,1 min. Na kromatogramu intermediata 4 zaznam tudi nezreagiran 
bromo intermediat 30 [M+H]+ = 545,13 pri 13,5 min z bruto formulo C26H30BrN2O6+ (+4,8 ppm 
napaka meritve, Slika 75, Slika 76). Nečistoti v naslednji stopnji uvedbe tetrazoltritilne skupine 
nista reagirali, niti izginili, tako da ju detektiram tudi v končnem intermediatu 4. Debromo 
nečistota S2N5 je najverjetneje posledica prisotnosti nečistote v izhodni spojini 1-bromo-4-
(bromometil)benzenu 25, saj pripadajoče prekurzorje detektiram s ciljnim iskanjem mas skozi 
stopnje sinteze prek intermediatov 26-29 (Slika 77).  
Bromo intermediat 30 pa se v tritil karboksilatu 4 najverjetneje pojavi zaradi nepopolne 
konverzije pri Suzuki povezavi. Eden od možnih razlogov je nepopolna aktivacija borove kisline. 
Suzuki povezava v našem primeru poteče v prisotnosti (2-cianofenil)borove kisline in 
katalizatorja diacetoksipaladija v etanolu. Z LC-MS sem preverila nastanek bifenilnega segmenta 
v primeru manjše količine katalizatorja. Rezultat eksperimenta je bil, da sem tako v reakcijskih 
mešanicah, kot tudi v končnem produktu sinteze 4 zaznala preostali intermediat 30. 
 



























30 Bruto formula: 
C26H30BrN2O6+ 





Slika 76: Spekter debromo nečistote S2N5. 
 
Slika 77: Pretvorba debromo nečistote S2N5. 
4.3.5 Nečistota, ki izvira iz 1-kloroetil cikloheksil karbonata (S2N6) 
 
Pri retencijskem času 9,6 min je prisoten kromatografski vrh za nečistoto S2N6, ki izvira iz 1-
kloroetil cikloheksil karbonata 32. Izmerjena m/z = 514,19 za nečistoto S2N6 se sklada z bruto 
formulo C29H28N3O6+ (napaka meritve je +1,20 ppm, Slika 78). V fragmentacijskem spektru S2N6 
ni prisotnega vrha za tritilno skupino, prav tako ne za bifeniltetrazolni del. Spektralni podatki 
kažejo na nitrilni intermediat z estrsko zaščito, ki je najverjetneje posledica nečistote v 1-





























Bruto formula: C26H31N2O6+ 





Slika 78: Nečistota S2N6 s točno m/z = 514,19. 
 
Slika 79: Predvidena pretvorba nečistote S2N6. 
 
Z GC-MS analizo 1-kloroetil cikloheksil karbonata 32 je bilo zaznati sledove 1-kloroetil etil 
karbonata, s čimer bi lahko pojasnila vzrok za nastanek nečistote.  
Pričakovati je, da se na končnem intermediatu za sintezo antagonista angiotenzinskih konvertaz 
















Bruto formula: C29H26N3O6+ 




zaznala z masno spektrometrijo, zato ne morem trditi, ali se nečistota prenese v končni 
intermediat 4 tudi v spodnji obliki (Slika 80).  
 
Slika 80: Potencialna pretvorba S2N6. 
 
4.3.6 Amidni nečistoti (S2N7 in S2N8) 
 
Pri retencijskem času 8,8 min z LC-MS zaznam ion S2N7 z m/z = 586,25 (predlagana bruto 
formula C33H36N3O7+, napaka meritve -0,4 ppm, Slika 81). S pomočjo tarčnega iskanja mas sem 
ugotovila, da nečistota nastane v stopnji cikloadicije. Nečistota nastane pri pretvorbi 
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intermediata 31 in ostane nespremenjena ter se prenese v končni intermediat 4. Tritiliranje na 
amidno skupino ne poteče.  
Poleg omenjene nečistote je bila detektirana tudi razgradna amidna nečistota v hidroksi obliki 
S2N8 s točno m/z = 558,22 pri na masnem analizatorju pri 6,1 min (Slika 82). 
 
Slika 81: Amidna nečistota S2N7.  
 
Slika 82: Masni spekter S2N8 nečistote. 
Nečistoto sem poskusila pripraviti z bazično hidrolizo intermediata 31, kjer nastane amidna 
nečistota S2N7, ki bi se prenesla v končni intermediat 4 (Slika 83).  
S2N7 Bruto formula: C33H36N3O7+ 














S2N8 Bruto formula: C31H32N3O7+ 




Slika 83: Nastanek amidnih nečistot S2N7 in S2N8. 
 
4.3.7 Kloro nečistota (S2N9) 
 
Pri retencijskem času 13,9 min je v kromatogramu intermediata za sintezo inhibitorja 
angiotenzinskih konvertaz 4 prisoten par nečistot S2N9 (Slika 84) z enako m/z = 602,21. 
Izotopsko razmerje nakazuje na prisotnost klorovega atoma. Fragmentacijski spekter razkriva, 
da ni prisotne tritilne skupine, ter da gre za intermediat brez tetrazola. Iz eksperimentalnih 
podatkov sem sklepala, da se klorov atom nahaja na benzimidazolskem obroču (Slika 85).  
 
































Slika 85: Masni spekter kloro nečistote S2N9. 
Ujemanje izmerjene mase s teoretičnimi nakazuje na bruto formulo C33H33ClN3O6+ (+1,55 ppm 
napaka meritve), kar je ravno za klorov atom več od intermediata 31 v drugi sintezni poti. Na 
shemi spodaj je primerjava fragmentacije klorovega iona in dekloronitrilnega intermediata 31 
(Slika 86, Slika 87). Na slikah je klorov atom na položaju orto. Na podlagi dvojnega signala v 


































Slika 87: Fragmentacijski masni spekter MS2 nečistote z m/z = 602,21 in m/z = 568,24. 
Pri 17,1 min se na kromatogramu 4 eluira končna oblika nečistote z m/z = 887,33 (Slika 88), ki 
pa jo je v primerjavi z nitrilno obliko S2N9 (m/z = 602,21) manj. Ciljno iskanje mas prekurzorjev 
je potrdilo prisotnost tudi v nitrilnem intermediatu 31 in v stopnji pred tvorbo bifenila 30 (Slika 
89). Pri redukciji nitro skupine do primarnega amina, ki poteka prek nastanka nitrozo ter 
sledečega hidroksilamina bi hipotetično lahko nastala tudi orto ter para hidroksi aminski 
nečistoti po mehanizmu Bambergerjeve premestitve.68  V fazi odščite Boc zaščitne skupine s 
HCl, ki nastopa kot vir klora, pa po SN-1 mehanizmu lahko pride do substitucije s kloridnim 
ionom (Slika 90).69  
 













































Slika 89: Masni spekter kloro nečistote v stopnji intermediata 30. 
 


















































4-il)metil)-1H-benzo[d]imidazol-7-karboksilat 4 je pomemben prekurzor v sintezi zaviralca 
angiotenzinskih konvertaz, zato je njegova čistota zelo pomembna za varnost in kakovost 
končnega TCV-116 1. V svoji nalogi sem primerjala dve modelni sintezi ključnega prekurzorja  z 
različnim reakcijskem zaporedjem. Z uporabo visokoločljivostne masne spektrometrije v 
kombinaciji s tekočinsko kromatografijo sem identificirala vse sorodne organske nečistote, ki se 
pojavljajo v primeru obeh sintez v omenjenem intermediatu, vse tja do nivoja sledov. 
Identificirala sem posamezne vrhove na kromatogramu in posameznim ionom določila 
strukturo na osnovi meritev točnih mas. Na podlagi struktur sem sklepala na način nastanka 
posameznih nečistot. Pri tem sem pozornost posvetila nečistotam, ki izvirajo iz same sinteze, 
saj so le-te v primerjavi z razgradnimi nečistotami še neraziskane. Določila sem prenos 
posameznih nečistot skozi sintezo in strukture potrdila s ciljnimi eksperimenti (stresni testi, 
pregled analiznih rezultatov, modelne sinteze) ter tudi z NMR. 
Ugotavljam, da največ procesnih nečistot izvira iz zadnje oziroma predzadnje stopnje sinteze v 
obeh primerih, saj se preostale tekom procesa bodisi že odstranijo, bodisi pretvorijo. Najbolj 
kritična točka prve sinteze je estrenje karboksilne skupine na heterociklu, v drugi modelni 
sintezi pa največ nečistot nastane med tvorbo bifenila in med uvedbo tetrazoltritilne zaščite. 
S plinsko kromatografijo v kombinaciji z masno spektrometrijo so bile identificirane različne 
nečistote, predvsem sorodne snovi, ki nastanejo zaradi kritične reakcije estrenja nečistot v 1-
kloroetil cikloheksil karbonatu, npr. S1N1, S1N4, S1N5, S1N8, S1N9 in S1N10. Nečistote tvorijo 
pripadajoče estre, ki pa so razen nastale kloro nečistote S1N1 varni s toksikološkega stališča, 
vseeno pa znižujejo čistost produkta in jih je zaradi strukturnih podobnosti težko odstraniti brez 
izgub materiala in stroškov čiščenja. Poleg omenjenih nečistot se pojavi tudi dimerna nečistota 
S1N9. Nastane pri esterifikaciji in vzrok zanjo je najverjetneje nečistota v reagentu. Prav tako 
najverjetneje med esterifikacijo nastane tudi nečistota amid S1N3, kar pa ni potrjeno z 
eksperimentom. 
V razmerah, ko uvedba tritilne zaščite tetrazolne skupine ne poteče povsem kvantitativno 
nastane par dicileksetilnih nečistot S1N4, ki v danih pogojih še hidrolizira v S1N5. Ena izmed 
nečistot, ki nastane tekom tritiliranja, je tudi dimer s tritilno skupino S1N11, vezano na prosto 
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karboksilno skupino na benzimidazolskem obroču. Zaradi nepopolne hidrolize estra, v stopnji 
esterifikacije detektiram prekurzor nastale nečistote S1N2. Pri tvorbi heterocikla z 
tetraetilortokarbonatom pa nastane S1N7. 
V drugi sintezni shemi so prisotne nečistote iz stopnje sinteze bifenilne strukture S2N1, S2N2 in 
S2N3, ki se uspešno prenesejo v končni produkt. Identificirala sem dimerno nečistoto S2N4, ki 
predstavlja marker za sintezo in preostali bromo intermediat, ki je posledica nepopolne 
aktivacije borove kisline. Poleg naštetih nečistot se pojavi par amidnih nečistot S2N7 in S2N8, ki 
so posledica hidrolize. Kot v prvi modelni sintezi tudi tukaj zaznam nečistote 1-kloroetil 
cikloheksil karbonata S2N6. Nastala desbromo nečistota S2N5 je verjetno posledica reakcije 
nečistote iz izhodne spojine. 
Položaj klorovega atoma v nečistoti iz druge modelne sinteze S2N9 je na benzimidazolskem 
obroču in je v primerjavi s kloro nečistoto iz prve sintezne sheme, kjer je klor na alkilni verigi, 
potencialno manj mutagen. V tem primeru gre za prenos nečistote skozi večstopenjsko sintezo, 
kar nakazuje na veliko strukturno podobnost, saj bi v nasprotnem primeru z izolacijskimi 
tehnikami tekom sinteze nečistoto odstranili. 
Profil sinteznih nečistot ključnega prekurzorja se razlikuje med sintezama. Na osnovi nečistot, 
ki sem jih identificirala ocenjujem, da je estrenje v zadnjem delu sintezne sheme precej bolj 
kritično za kvaliteto končnega produkta kot estrenje v zgodnejših stopnjah. V večini se 
uporabljajo različni alkil halidi, molekula pa ima srednje dolgo verigo, ki se lahko modificirana 
na več načinov, kar še povečuje število možnih nečistot. Poleg tega je že sam 1-kloroetil 
cikloheksil karbonat mutagen in je meja za vsebnost v končni učinkovini nizka. V drugi sintezni 
shemi se največ nečistot pojavi med tvorbo bifenila, ki je predzadnja stopnja reakcije. Nastale 
nečistote se prenesejo oziroma delno pretvorijo tekom uvedbe tetrazola in tritiliranja. 
Strukturno se nezreagirani bromo intermediat ali desbromo nečistota precej razlikujeta od 
končnega intermediata, zaradi česar menim da je odstranjevanje teh sorodnih snovi lažje. Z 
eksperimenti sem pokazala, da je predvidevanje o tem, da je prisotnih največ nečistot iz zadnjih 
stopenj sinteze pravilno. Natančne bruto formule ionov sem določila z visokoločljivostno masno 
spektrometrijo, nastalim fragmentom pa s kombinacijo tandemske masne spektrometrije in 
detekcije nastalih ionov z visokoločljivostnim analizatorjem Orbitrapom. Tarčno iskanje mas 
ionov sem izvedla s programoma XCalibur in DataAnalysis na posnetih spektrih ključnega 
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prekurzorja za sintezo antagonista angiotenzinskih konvertaz in njegovih predhodnih 
intermediatov po eni in drugi sintezni shemi. 
Rezultati opisanih raziskav vplivajo na obstoječe ter prihodnje tehnologije in prakse. Poznavanje 
struktur novih nečistot je pomembno, saj lahko njihova prisotnost v zdravilnih učinkovinah in 
končnih farmacevtskih izdelkih predstavlja potencialno tveganje za končne uporabnike, 
predvsem zaradi toksičnih učinkov. Posebej nevarne so genotoksične spojine, ki zaradi svoje 
reaktivnosti povzročajo poškodbe DNK in so potencialno mutagene. Nove strukture nečistot oz. 
spojin in njihove pretvorbe širijo temeljno znanje organske kemije in organskih reakcij. 
Identificirala sem novo, potencialno genotoksično kloro nečistoto S1N1, ki se pojavi tekom 
prve sintezne strategije in bi se lahko pretvorila v nečistoto v končni učinkovini, posledično pa 
bi lahko vplivala na varnost samega zdravila. Za spojine, ki imajo halogen vezan na prosto alkilno 
verigo, je verjetnost za potencialno mutagenost večja, zato je še toliko bolj pomembno raziskati, 
v katerem delu sinteze se pojavi in zakaj. Svoje rezultate sem objavila v znanstveni reviji Acta 
Pharmaceutica, v članku z naslovom Identification of new process-related impurity in the key 
intermediate in the synthesis of TCV-116. 
Skupno sem identificirala vsaj 11 nečistot, ki se pojavijo poleg produkta prve sintezne 
sheme in 9 nečistot, prisotnih poleg ključnega intermediata za sintezo zaviralca angiotenzinskih 
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